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1. BIOFILMS

En la mayor parte de la historia de la microbiologia, se han estudiado y caracterizado
microorganismos plantonicos o células en vida libre; pero los avances en microbiologia que
han tenido lugar en los ultimos 50 afios, han mostrado que el crecimiento y desarrollo
microbiano ocurre en gran medida en superficies. Un biofilm es una comunidad
estructurada de células microbianas inmersas en una matriz polimérica, que se asocian o
adhieren de forma irreversible a una superficie o interfase, incluyendo agregados y floculos
microbianos (Carpentier y Cerf, 1993; Costerton et al., 1995; Elder et al., 1995; Donlan,
2002). Se pueden formar en una amplia variedad de superficies, como tejidos vivos,
dispositivos medicos, tuberias del sistema de agua potable o industrial o sistemas acuéaticos

naturales, entre otros.

En estas comunidades microbianas, los microorganismos exhiben un fenotipo y un
genotipo diferente en cuanto a transcripcion genética y velocidad de crecimiento (Donlan,
2002; Hall-Stoodley et al., 2004). Durante el proceso de adhesion, las células bacterianas
alteran sus fenotipos en respuesta a la proximidad de una superficie (Costerton et al., 1995;
Fletcher, 1991). Tanto los estudios genéticos como microscépicos de biofilms de una sola
especie han demostrado que se forman en multiples etapas, que requieren de sefializacion
intercelular y tienen un perfil de transcripcion génico distinto al de las células en vida libre.
Sin embargo, en ambientes naturales, los biofilms en su mayoria son comunidades
microbianas mixtas, que albergan bacterias que comparten su material genético y que
ocupan diferentes nichos (Watnick y Kolter, 2000). Debido a su alto nivel de organizacion,
cada microorganismo dentro del biofilm se beneficia de su posicion y de la cooperacion
fisioldgica, constituyendo una comunidad funcional coordinada mucho mas eficiente que

las poblaciones mixtas de organismos planctonicos (Costerton et al., 1995).
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1.1. PROCESO DE FORMACION DEL BIOFILM

La formacion de un biofilm es un proceso complejo que involucra varios pasos (Figura 1)
(Bryers y Ratner, 2004; Simdes et al., 2010):

1. Pre-acondicionamiento de la superficie de adhesion, ya sea por macromoléculas
presentes en el medioambiente o superficies modificadas intencionalmente.

2. Transporte de las células plancténicas desde medio liquido hasta la superficie.

3. Adsorcion o adhesion reversible de las células en la superficie.

4. Desorcion de células adsorbidas reversiblemente.

5. Adhesién irreversible de las células bacterianas a la superficie, comienzo de la
comunicacion, sefializacion celular y produccion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS, sigla del inglés “extracellular polymeric substances”).

6. Transporte convectivo y difusivo de oxigeno y nutrientes dentro del biofilm.

7. Crecimiento y replicacion celular.

8. Produccién de EPS, metabolismo de sustratos y transporte de productos fuera del
biofilm.

9. Desprendimiento y dispersion del biofilm.
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Figura 1. Etapas del proceso de formacién de un biofilm (Bryers y Ratner, 2004).
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1.1.1. Pre-acondicionamiento de la superficie de adhesion

El pre-acondicionamiento es el proceso por el cual una superficie sumergida en un medio
acuoso es recubierta y cambia rapidamente por la adsorcion de moléculas, iones o
polimeros. La carga, la tension y el potencial superficial pueden ser alterados y facilitar la
accesibilidad y la fijacion de las bacterias a la superficie (Bryers, 1987; Donlan, 2002;
Garrett et al., 2008). Se ha reportado que hay mejor fijacion en presencia de iones y de
moléculas orgéanicas (Bryers, 1987; McEldowney y Fletcher, 1987; Chmielewski y Frank,
2003; Garrett et al., 2008). La secuencia de union de los microorganismos, también influye
en la composicién microbiana final del biofilm, ya que la poblacion inicial que se adhiere
puede cambiar la superficie para las siguientes especies que se unan (Mc Eldowney y
Fletcher, 1987)

1.1.2. Adhesion

La adhesion depende de que la bacteria se encuentre con la superficie y se acerque lo
suficiente para que ocurra la union y de que la superficie externa bacteriana se adhiera al
sustrato. La probabilidad de que el microorganismo encuentre un sustrato potencial se ve
afectada por una serie de factores, como la concentracion celular del cultivo y la movilidad
bacteriana; mientras que la fijacion depende de las interacciones fisicoquimicas entre el

substrato y la superficie bacteriana (Fletcher y Loeb, 1979).

Entre los factores que pueden influir en la unién de los microorganismos a las superficies
estan: rugosidad, hidrofobicidad y pelicula de acondicionamiento de la superficie;
velocidad, temperatura y pH del flujo; concentracion de nutrientes y iones del medio.
Ademas, también son importantes las propiedades de la superficie celular como la
presencia de fimbrias, flagelos, polisacaridos y proteinas, ya que podrian proporcionar una
ventaja competitiva para un organismo en una comunidad mixta (Pringle y Fletcher, 1983;
Bendinger et al., 1993; Donlan, 2002).
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Las propiedades fisicoquimicas de la superficie ejercen una fuerte influencia en la
velocidad y el grado de union. Por ejemplo, a medida que aumenta la rugosidad superficial,
aumenta la colonizacién microbiana, probablemente debido a que las fuerzas de
cizallamiento se ven disminuidas y a que el area superficial es mayor. Tambien, se ha
encontrado que los microorganismos se adhieren mas rapidamente a superficies hidréfobas
y no polares que a materiales hidrofilos (Bendinger et al., 1993; Donlan, 2002; Fletcher y
Loeb, 1979; Pringle y Fletcher, 1983), aunque los resultados de estos estudios han sido
contradictorios. La hidrofobicidad de la superficie celular también es importante en la
adhesion. La mayoria de las bacterias tienen carga negativa, pero siguen conteniendo
componentes hidrofobicos en la superficie, como las fimbrias, que contienen una alta
proporcién de residuos de aminodcidos hidréfobos y ayudan a superar la repulsion

electrostatica inicial que existe entre la célula y la superficie (Donlan, 2002).

Algunos mecanismos de interaccién superficie-bacteria permiten tanto la adhesion como la
locomocion. Los pili tipo IV son estructuras de la superficie celular que rapidamente se
polimerizan y despolimerizan y que las células usan para moverse sobre las superficies.
Este movimiento es denominado “twitching” y consiste en una sucesiva extension,
adhesion y retraccion del pilus. Pseudomonas aeruginosa y numerosas bacterias utilizan

esta movilidad para explorar las superficies antes de formar el biofilm (Persat et al., 2015).

La adhesion ocurre en dos etapas, una reversible seguida por una irreversible:

Adhesién reversible

La adhesién primaria constituye el encuentro entre un microorganismo plancténico y una
superficie acondicionada. Esta etapa es reversible y se da por una serie de variables
fisicoquimicas que definen la interaccion entre la superficie celular y la superficie de
interés. En primer lugar, la bacteria debe acercarse a la superficie, propulsada
aleatoriamente por una corriente de flujo o de manera dirigida a través de la quimiotaxis y
movilidad. Una vez que el microorganismo alcanza la proximidad critica a la superficie, la
adhesion depende de la suma neta de las fuerzas atractivas y repulsivas generadas entre las

dos superficies. Estas fuerzas incluyen interacciones electrostaticas e hidréfobas,
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impedimento estérico, fuerzas de Van der Waals y fuerzas hidrodinamicas. Finalmente, una
fraccion de las células se adhiere de forma reversible. Si las fuerzas repulsivas son mayores
a las atractivas o si se aplican fuerzas de corte suaves, las células podrian desprenderse de
la superficie (Chmielewski y Frank, 2003; Dunne, 2002; Garrett et al., 2008; Marshall et
al., 1971).

Adhesién irreversible

En esta etapa, algunas de las células adsorbidas reversiblemente permanecen inmovilizadas
y se fijan irreversiblemente. El proceso de adhesién se consolida por medio de la
produccién de exopolisacaridos y por la union entre los apéndices bacterianos y el sustrato.
Esta union implica fuerzas de corto alcance como interaccion dipolo-dipolo, enlaces de
hidrdgeno, enlaces hidrofébicos, covalentes y idnicos (Chmielewski y Frank, 2003). La
eliminacion de las células fijadas de forma irreversible es dificil y requiere de la aplicacion
de una fuerte fuerza de cizallamiento (frotamiento o raspado) o ruptura quimica mediante la
aplicacion de enzimas, detergentes, tensioactivos, desinfectantes o calor (Chmielewski y
Frank, 2003; Dunne, 2002). Durante esta etapa de adhesion, los microorganismos
plancténicos pueden adherirse entre si o con otras especies, formando agregados en el

sustrato.

1.1.3. Maduracion del biofilm

Una vez que las bacterias se han unido irreversiblemente a la superficie, comienza el
proceso de maduracion del biofilm. Este proceso implica la formacion de microcolonias y
el desarrollo de una estructura organizada. Las microcolonias son el resultado de la
agregacion y el crecimiento de los microorganismos acompafiado por la produccion de
EPS. Esta agregacion implica el reclutamiento de células planctonicas del medio
circundante y la replicacion de las células ya adheridas (Chmielewski y Frank, 2003). La
maduracion del biofilm y el potencial de crecimiento depende de la disponibilidad de
nutrientes y la difusion de éstos, de la eliminacion de desechos, del pH interno, de la
difusion del oxigeno, de la fuente de carbono y de la osmolaridad (Dunne, 2002;
Chmielewski y Frank, 2003).
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1.1.4. Desprendimiento y dispersién del biofilm

En algin momento, el biofilm alcanza una masa critica y un equilibrio dinamico en el que
la capa mas externa de crecimiento comienza a generar organismos planctonicos. Estos
organismos son liberados del biofilm y pueden colonizar otras superficies (Dunne, 2002).
El desprendimiento del biofilm también puede ocurrir cuando hay un desequilibrio o
fluctuacion de los nutrientes, una disminucion del pH y oxigeno y una acumulacion de
subproductos metabolicos toxicos. Este desequilibrio causa que la estructura del biofilm se
debilite y se desprendan capas de polimero de la superficie de soporte (Bryers, 1987;
Dunne, 2002; Chmielewski y Frank, 2003). Las bacterias del biofilm pueden dispersarse de
muchas maneras, pueden migrar por ondulacion, rodando a través de la superficie, por el
desprendimiento de agregados o por la liberacion de células individuales (dispersion por

siembra) (Figura 2).
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Figura 2. Tipos de migracion y dispersién de un biofilm (Montana State University, Center

for Biofilm Engineering: http://www.biofilm.montana.edu/multimedia/images/index.html).

1.2. ESTRUCTURA DEL BIOFILM

Los biofilms han sido visualizados por una variedad de medios, incluyendo microscopia
Optica, electronica de transmision y electronica de barrido (SEM, sigla del inglés “Scanning
Electron Microscope”). Sin embargo, cada uno de estos métodos tiene limitaciones, ya sea
por problemas de resolucion, deshidratacion o procesamiento de la muestra.
Alternativamente, la microscopia laser confocal de barrido (CLSM, sigla del inglés
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“Confocal laser scanning microscopy”) proporciond una manera no invasiva para la
reconstruccion tridimensional computarizada de biofilms sin distorsion de la arquitectura,
permitiendo la visualizacion de muestras completamente hidratadas (Costerton et al., 1978;
Kinner et al., 1983; Davey y O’Toole, 2000; Dunne, 2002). Recientemente, la microscopia
de fuerza atomica (AFM, sigla en inglés “Atomic Force Microscope”) ha surgido como una
técnica prometedora que permite el andlisis de algunas propiedades estructurales y la
cuantificacion de la adhesividad, cohesividad y elastisidad de un biofilm (Mosier et al.,
2012; Safari et al., 2014; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014).

Numerosas condiciones, como la superficie, las propiedades de la interfaz, la disponibilidad
de nutrientes, el sustrato, la concentracién de oxigeno, la composicion de la comunidad
microbiana y la hidrodinamica, pueden afectar los patrones de crecimiento, la estructura y
la complejidad del biofilm (Costerton et al., 1995; Stoodley et al., 1998; Davey y O’toole,
2000; Hall-Stoodley et al., 2004). Por ejemplo, dependiendo de las condiciones, P.
aeruginosa puede formar biofilms con distintas estructuras. Pueden ser planos o presentar
estructuras multicelulares en forma de hongos, dependiendo de la fuente de carbono y de
las condiciones de flujo (Klausen et al., 2003). La formacién de estructuras en forma de
hongos en estos biofilms, es un proceso secuencial que implica una subpoblacion
bacteriana no movil que forma las microcolonias iniciales y una mévil que migra y forma
monocapas que posteriormente se convierten en los tallos y las cabezas de las estructuras
(Davies et al., 1998; Klausen et al., 2003; Stewart et al., 1993).

Hay un continuo debate sobre la contribucion de la genética (respuesta activa) y de las
condiciones ambientales (respuesta pasiva) sobre la estructura del biofilm y de cbmo ambas
interactan (Hall-Stoodley et al., 2004). Se han identificado numerosos genes o factores
que son esenciales o requeridos para la formacion del biofilm, como los genes que regulan
0 expresan proteinas de adhesion a la superficie, flagelos, pili y EPS (Costerton et al.,
1995). Los mecanismos moleculares que regulan la formacién del biofilm varian mucho
entre las diferentes especies, e incluso varian entre cepas de la misma especie. Sin embargo,
algunas caracteristicas se reconocen como atributos generales en la formacién de un

biofilm, como la produccion de la matriz extracelular (Monds y O’Toole, 2009). Aunque
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existen genes y sefiales especificas, cuando una condicién ambiental afecta a la estructura
del biofilm, no es claro si las células respondieron a una sefial ambiental a través de una via
reguladora especifica o si el cambio en la estructura fue una consecuencia indirecta de los
cambios en el metabolismo celular y la dindmica de crecimiento como resultado de este
nuevo entorno (Monds y O’Toole, 2009). La cooperacion fisioldgica juega un papel
importante en la capacidad de adoptar diferentes estructuras en respuesta a las condiciones
ambientales y brinda la flexibilidad para adaptarse méas rapidamente a los cambios (Hall-
Stoodley et al., 2004).

Se ha encontrado que la mayoria de los biofilms exhiben cierto nivel de heterogeneidad.
Las zonas de agregados celulares varian en densidad y se intercalan a lo largo de la matriz,
creando areas abiertas donde se forman canales de liquido que representan un primitivo
sistema circulatorio y que permiten el transporte de nutrientes y de desechos en el biofilm
(Costerton et al., 1995; Tolker-Nielsen y Molin, 2000; Davey y O’toole, 2000; Monds y
O’Toole, 2009).

La matriz y la alta densidad celular, hacen que la difusion a través del biofilm sea lenta en
comparacion con el metabolismo celular. Por ejemplo, un soluto del tamafio del oxigeno se
difunde a través de la matriz a una velocidad que es aproximadamente el 60% de la tasa de
difusion en agua pura (Stewart, 2003; Stewart y Franklin, 2008). Dado que las bacterias
usan maultiples sustratos y liberan numerosos productos extracelulares, la limitacion en la
difusion puede producir complejos gradientes quimicos verticales y transversales,
particularmente cuando las secreciones de algunas células son consumidas por otras
(Stewart y Franklin, 2008). Estos gradientes, generan numerosos micronichos dentro del
biofilm que pueden inducir una gran heterogeneidad fisioldgica, donde las bacterias alteran
su comportamiento de acuerdo con las condiciones locales. Un sustrato en el medio
circundante primero es consumido por las células de la capa externa, de tal manera que su
concentracion disminuye con el aumento de la profundidad dentro del biofilm. Un producto
secretado por las células se acumulard en el interior, mientras que un intermediario
metabolico que se consume y produce dentro del biofilm puede presentar perfiles de

concentraciones maximas locales (Figura 3).
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El oxigeno es el ejemplo mejor estudiado de la heterogeneidad fisiologica. Los gradientes
de oxigeno variaran dependiendo del tipo de biofilm y su distribucion no es homogénea.
Hay una mayor concentracion en la interfase entre el biofilm y el medio circundante y en
las células cercanas a los canales, mientras que en el centro de las microcolonias hay muy
poco oxigeno (Costerton et al., 1995; Stewart y Franklin, 2008). Como resultado, las
células cercanas a la superficie del biofilm utilizan el metabolismo aerdbico, mientras que
las que se encuentran dentro deben cambiar al metabolismo microaerobio, anaerobio o
dejar de crecer (Kihl et al., 2007; Xu et al., 1998).

a Metabolic substrate

Biofilm Fluid

Figura 3. Diagrama de la heterogeneidad quimica en los biofilms: A. Difusion de un
sustrato metabdlico (azul), B. un producto metabdlico (naranja) y C. un intermediario

metabolico (verde) (Stewart y Franklin 2008).

Monds y O’Toole (2009) propusieron un esquema de la formacion de un biofilm basado en
la adaptacion ecoldgica local de los individuos: la unién de dos células bacterianas se da en

respuesta a las sefiales apropiadas (zona purpura) (Figura 4A). Cada célula tiene acceso a
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niveles suficientes de oxigeno y carbono (zona azul) y comienzan a dividirse en la
superficie (Figura 4B). A medida que las células crecen unas sobre otras se forman las
microcolonias y el metabolismo de las células cercanas al medio restringe la difusion de
oxigeno y carbono a las células en el fondo de la microcolonia (zona roja). Las células en la
parte interior se adaptan a este cambio (células rojas) y se crea una heterogeneidad
fenotipica dentro de la microcolonia (Figura 4C). Algunas células comienzan a expresar
niveles mas altos de EPS (células amarillas), lo que promueve el crecimiento vertical y el
establecimiento de macrocolonias. A medida que las células crecen, se someten a mayores
fuerzas de cizallamiento (zona verde) y se adaptan a este nuevo entorno local (células
verdes), generando ain mas heterogeneidad dentro del biofilm (Figura 4D). Finalmente,

las macrocolonias se unen para formar el biofilm maduro (Figura 4E).

(a) (b)

(d) (c)

Key:

. Oxygen +, Carbon + . Oxygen —, Carbon — . High shear force

Figura 4. Simulacién teorica de la formacién del biofilm basada en la adaptacién ecoldgica
local de los individuos (Monds y O’Toole, 2009).

1.3. MATRIZ DEL BIOFILM
En la mayoria de los biofilms, los microorganismos representan menos del 10% de la masa
seca, mientras que la matriz puede representar mas del 90%. La matriz es el material

extracelular en el que estan inmersas las células del biofilm, casi siempre producida por los
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propios microorganismos. Consiste en un conglomerado de diferentes tipos de
biopolimeros, conocidos como EPS, que forman la base de la arquitectura tridimensional
del biofilm y es responsable de la adhesion a las superficies y de la cohesion (Flemming y
Wingender, 2010).

El componente principal de la matriz del biofilm es agua y sus propiedades fisicas, como la
viscosidad y solubilidad, son determinadas por los solutos disueltos en ella. La matriz
puede ser hidrofébica o hidrofilica (Donlan, 2002). Ademéas del agua y las ceélulas
microbianas, la matriz del biofilm es un complejo de polimeros secretados, nutrientes,
metabolitos, productos de la lisis celular y material particulado del entorno. Por lo tanto,
ademés de peptidoglicanos, lipidos, fosfolipidos y otros componentes celulares, contiene
todas las clases principales de macromoléculas como proteinas, polisacaridos, ADN y ARN
(Singh et al., 2006; Sutherland, 2001a). Por lo general, el rango de la composicion de la
matriz es de alrededor del 97% agua, 2-5% células microbianas, 1-2% polisacaridos, 1-2%
proteinas y 1-2% ADN y ARN (Donlan, 2002; Sutherland, 2001a). Todos estos
componentes se distribuyen entre las células en un patrén no homogéneo, generando
numerosos microambientes que pueden variar espacialmente y temporalmente (Figura 5)

(Flemming y Wingender, 2010).
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Figura 5. Diferentes dimensiones de las EPS: A. Modelo de un biofilm bacteriano unido a
una superficie solida. B. Componentes principales de la matriz. C. Interacciones fisico-
quimicas débiles y entrelazado de biopolimeros que estabilizan la matriz. D. Modelo
molecular de la interaccion entre el exopolisacarido alginato (derecha) y la enzima

extracelular lipasa (izquierda) de P. aeruginosa (Flemming y Wingender, 2010).

Las EPS inmovilizan las células del biofilm y las mantienen préximas entre si, lo que
permite una mayor interaccion y comunicacion entre ellas y la formacion de
microconsorcios sinérgicos. La matriz puede retener enzimas extracelulares, generando una
especie de “sistema digestivo” externo que retiene nutrientes del medio, que pueden ser
utilizados como fuentes de carbono y energia. También puede retener los componentes de
células lisadas, como ADN, que puede representar un reservorio de genes para la
transferencia horizontal. Puede servir como sustrato en condiciones bajas de nutrientes.
Sirve como proteccion contra la desecacion, los biocidas oxidantes o cargados, algunos

antibioticos y cationes metélicos, la radiacion ultravioleta, algunos protozoos y las defensas
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inmunes del huésped. Ademas, ecologicamente, la competencia y cooperacion en el espacio
confinado de la matriz conduce a una adaptacién constante de la poblacion (Zhang y
Bishop, 2003; Flemming y Wingender, 2010).

Exopolisacaridos

Los polisacéridos son una fraccién importante de la matriz. La mayoria son moléculas
largas, lineales o ramificadas, con una masa molecular de 0.5-2x10° daltons. Varios
polisacaridos han sido visualizados por SEM como finas hebras que se unen a la superficie
celular y forman redes complejas. Las técnicas de microscopia junto con tinciones
especificas de carbohidratos han demostrado la ubicuidad de los polisacaridos, no sélo en
biofilms ambientales marinos, de agua dulce y de suelo, sino también en los asociados con
infecciones cronicas en seres humanos y en cultivos puros en laboratorio (Flemming y
Wingender, 2010). La cantidad de expolisacaridos sintetizados dependera en gran medida
del sustrato, de la fuente de carbono y otros nutrientes limitantes. El exceso de carbono
disponible y la limitacion de nutrientes como el nitrégeno, potasio o fosfato, pueden
promover su sintesis (Brelles-Marifio y Boiardi, 1996; Sutherland, 2001b). Ademas, la
misma matriz del biofilm puede desempefiar un papel activo en la estimulacion de su propia
sintesis (Irie et al., 2012).

En bacterias gram negativas, algunos de estos polisacaridos son neutros o polianionicos,
incluyendo el alginato y el xantano. La presencia de &cido uronico o piruvato, le confiere
propiedades anidnicas importantes para la asociacion con cationes divalentes como el
calcio y el magnesio, los cuales proporcionan mayor fuerza vinculante durante el desarrollo
del biofilm. Para algunas bacterias gran positivas, la composicion de la matriz puede ser
muy diferente y principalmente cationica (Donlan, 2002). Usualmente, los grupos cargados
estan en el exterior de las cadenas, por lo tanto, pueden interactuar facilmente con iones y
moléculas cargadas. Varios exopolisacaridos son homopolisacaridos, incluyendo glucanos
y fructanos derivados de la sacarosa y la celulosa, pero la mayoria son heteropolisacaridos

consistentes en una mezcla de azucares neutros y cargados. Muchos expolisacaridos poseen
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secuencias de residuos de hexosas, por lo que, tienden a ser mucho mas rigidos en

estructura, menos deformables y poco solubles o insolubles (Sutherland, 2001b).

En muchas bacterias, los exopolisacaridos son indispensables para la formacién del biofilm.
Los mutantes que no pueden sintetizar exopolisacaridos son incapaces de formar biofilms
maduros, aunque las bacterias todavia puedan adherirse a las superficies y formar
microcolonias. Sin embargo, en los biofilms de especies mixtas, la presencia de una especie
que produce exopolisacaridos puede conducir a la integracion de otras especies que no los
sintetizan (Sutherland, 2001a; Ma et al., 2009; Flemming y Wingender, 2010).

Proteinas

La matriz del biofilm puede contener cantidades considerables de proteinas que, en algunos
casos, pueden sobrepasar el contenido de polisacaridos (Frglund et al., 1996). Las proteinas
estructurales, como las asociadas a la superficie de la célula y las que se unen a los
carbohidratos (lectinas), estan implicadas en la formacion y estabilizacion de la matriz y
constituyen un enlace entre la superficie bacteriana y las EPS (Sutherland, 2001b;
Sutherland, 2001a; Flemming y Wingender, 2010). Dependiendo del estado fisiolégico de
las células, la sintesis y expresion de proteinas puede variar espacial y temporalmente
dentro del biofilm (Rani et al., 2007; Werner et al., 2004).

Se han detectado muchas enzimas extracelulares en los biofilms, muchas de las cuales estan
implicadas en la degradacion de polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y compuestos
insolubles como celulosa, quitina y lipidos, lo que permite el crecimiento del biofilm en una
amplia variedad de sustratos. Estas enzimas, también ayudan a la descomposicion de los
biopolimeros de las EPS para ser utilizados como fuentes de carbono y energia en
condiciones de escasos nutrientes. Algunas enzimas pueden estar involucradas en la
degradacion de las EPS estructurales para promover el desprendimiento y dispersion del
biofilm (Jahn et al., 1999; Sutherland, 2001a; Zhang y Bishop, 2003; Flemming y
Wingender, 2010).
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ADN extracelular

Otro componente importante y abundante en la matriz son los &cidos nucleicos,
especificamente ¢l ADN extracelular (eDNA, sigla del inglés “extracellular DNA”).
Aunque inicialmente el eDNA fue visto como material residual de células lisadas, se ha
hecho cada vez mas claro que es una parte integral de la matriz y del modo de vida del
biofilm. Se ha documentado su importancia para la adhesién a la superficie y el desarrollo
del biofilm (Whitchurch et al., 2002), como fuente de material genético en la transferencia
horizontal de genes (Molin y Tolker-Nielsen, 2003), como fuente de carbono y energia en
condiciones de escasos nutrientes (Finkel y Kolter, 2001), como un conector intercelular
(Whitchurch et al., 2002; Allesen-Holm, et al. 2006; Yang et al., 2007; Mann y Wozniak,
2012) y para la sefalizacion por quérum sensing (Allesen-Holm et al., 2006; Spoering y
Gilmore, 2006).

2. BIOFILM DE Pseudomonas aeruginosa

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, que esta dentro del
orden Pseudomonadales. Pseudomonas spp. es un bacilo gram negativo aerobio estricto
que no forma parte de la familia de las enterobacterias. Se encuentra de forma ubicua en
suelos, agua, vegetales y animales. La ubicuidad de este microorganismo en el medio
ambiente se debe a varios factores, como su capacidad para formar biofilms, colonizar
multiples nichos y utilizar una amplia variedad de compuestos como fuentes de energia
(Lyczak et al., 2000). P. aeruginosa es un bacilo movil que crece en un rango de
temperatura entre 10 y 42°C y secreta una variedad de pigmentos como pioverdina,
piocianina, fluoresceina y piorrubina. Tiene una membrana externa ademas de la membrana
citoplasmatica interna y la capa de peptidoglicano intermedio. Una capsula de polisacarido
rodea el exterior de las bacterias y protege la membrana externa de la accion del sistema
inmune e inhibe la unién de células fagociticas a las bacterias (Wilson y Dowling, 1998;
Davis et al., 2013).
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Los biofilms monospecies formados por P. aeruginosa se han convertido en un modelo
para el estudio de este aspecto de la biologia microbiana (Davey et al., 2003). P.
aeruginosa es un patégeno oportunista que causa una amplia variedad de infecciones
agudas y persistentes en pacientes inmunocomprometidos. Este microorganismo se ha
vuelto cada vez mas importante debido su prevalencia, patogenicidad, resistencia a
antimicrobianos, morbilidad y mortalidad y a su capacidad de formar biofilms. De acuerdo
con el Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales de Estados Unidos, es
el tercer patdgeno mas comun asociado con las infecciones hospitalarias (Moreau-Marquis
et al., 2008). Afecta a pacientes con VIH, causa bacteriemia en las victimas de quemaduras
graves colonizando el tejido quemado, infeccion pulmonar crénica en pacientes con fibrosis
quistica, queratitis ulcerosa aguda en usuarios de lentes de contacto y es el principal
patdgeno en infecciones del tracto urinario y de heridas quirurgicas e inflamatorias, entre
otras (Lyczak et al., 2000; Jamasbi y Taylor, 2010; Sydnor y Perl, 2011). La patogenicidad
y gravedad de las infecciones por P. aeruginosa se evidencia por el nimero de muertes
atribuidas a este organismo. Por ejemplo, se le atribuyen aproximadamente el 30% de las
muertes causadas por neumonia y bacteriemia en pacientes con cancer (Jamasbi y Taylo,r
2010). En pacientes con fibrosis quistica, es la principal causa de mortalidad, coloniza los
epitelios anormales de las vias respiratorias y causa fallas respiratorias. Alrededor del 80%
de estos pacientes estan crénicamente infectados (Moreau-Marquis et al., 2008; Stover et
al., 2000).

En clinicas y hospitales, las fuentes comunes de infeccion de P. aeruginosa son los
catéteres, respiradores, protesis, implantes, equipos médicos, humidificadores, el agua de
los grifos, la comida, el personal del establecimiento y la propia flora enddgena del
paciente. La formacién de biofilm de este microorganismo en los pacientes se da
principalmente en el tracto respiratorio (21%), tracto urinario (22%), quemaduras y
epitelios inflamados (4%) y en el torrente sanguineo (4%) (Wilson y Dowling, 1998;
Jamasbi y Taylor, 2010; Sydnor y Perl, 2011)
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3. RESISTENCIA DE LOS BIOFILMS A AGENTES ANTIMICROBIANOS

Los microorganismos en biofilms son mas resistentes a los agentes antimicrobianos que las
correspondientes células en vida libre. Por ejemplo, la concentracion inhibitoria minima
(CIM) de un antibidtico puede ser de 100 a 1000 veces superior para un microorganismo en
biofilm en comparacién con su forma plantonica (Hgiby et al., 2010; Patel, 2005). Los
mecanismos asociados a esta resistencia antimicrobiana parecen ser multifactoriales y
pueden variar de un organismo a otro. Estos mecanismos incluyen barreras de difusion
fisicas o quimicas a la penetracion del antimicrobiano, crecimiento lento del biofilm debido
a limitacion de nutrientes y oxigeno, activacion de respuestas al estrés y aparicion de
“persistores” y fenotipos especificos, entre otros (Lewis, 2005; Mah y O’Toole, 2001;

Patel, 2005; Stewart, 2002). A continuacion, se detallan algunos de estos mecanismos:

3.1. CELULAS PERSISTENTES

La resistencia es la capacidad heredada o adquirida de los microorganismos para crecer en
altas concentraciones de un antibidtico, independientemente de la duracién del tratamiento,
y se cuantifica por la CIM; mientras que la tolerancia es la capacidad, heredada o no, de los
microorganismos para sobrevivir transitoriamente a altas concentraciones de un antibi6tico
sin un cambio en la CIM. En comparacion con la resistencia y la tolerancia, que son
atributos de toda la poblacion bacteriana, la persistencia es la capacidad no heredable de
una subpoblacion (generalmente menos del 1%) para sobrevivir a la exposicion a altas
concentraciones de un antibidtico. La persistencia se observa tipicamente cuando la
mayoria de la poblacion bacteriana muere rapidamente mientras que una subpoblacion
sobrevive, a pesar de que la poblacion sea clonal. La curva de supervivencia en el tiempo
presentara doble pendiente debido a la respuesta heterogénea de las subpoblaciones
persistente y no persistente. Estas células “persistoras” entran espontaneamente en un
estado de dormancia, donde no crecen ni mueren en presencia de agentes bactericidas,

exhibiendo tolerancia a multiples farmacos (Brauner et al., 2016; Lewis, 2005).
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3.2. HETEROGENEIDAD, BAJA CONCENTRACION DE OXIGENO Y
CRECIMIENTO LENTO

Los diversos microambientes dentro del biofilm pueden afectar la accion de los
antimicrobianos. Por ejemplo, la acumulacion local de productos &acidos da lugar a
gradientes de pH que podrian antagonizar directamente la acciéon de un antibidtico. Los
gradientes en la concentracion de oxigeno crean regiones anaerobias donde, por ejemplo,
un antibidtico aminoglucésido es menos eficaz. El agotamiento de un sustrato o la
acumulacién de un producto inhibidor, podrian hacer que algunas bacterias entren en un
estado de latencia sobre el que algunos antibiéticos no pueden actuar. La baja velocidad de
crecimiento de las bacterias en los biofilms maduros reduce la susceptibilidad de las
bacterias a los antibioticos. Ademas, el ambiente osmotico dentro del biofilm puede ser
alterado, cambiando las proporciones relativas de poros y reduciendo la permeabilidad de
los antibidticos. Debido a esta diversidad de microambientes, la respuesta a los agentes
antimicrobianos puede variar dependiendo de la ubicacion de una célula particular dentro
del biofilm (Hgiby et al., 2010; Mah y O’Toole, 2001; Stewart, 2002).

3.3. MUTACIONES

Se ha reportado una mayor frecuencia de mutaciones en las bacterias que crecen en biofilm
en comparacién con las que crecen en estado planctonico. Se ha encontrado que la
transferencia horizontal de genes y la transformacion del ADN ocurren con mayor
frecuencia y eficacia en los biofilms, tanto en ambientes naturales como en laboratorio. Se
ha observado una fuerte relacion entre la resistencia a los antibi6ticos y la hipermutabilidad.
La alta tasa de mutacion podria permitir a las bacterias dentro del biofilm expresar
mecanismos de resistencia contra los antimicrobianos, como la produccion de enzimas que
degraden el antibidtico o la sobreexpresion de bombas de eflujo (Driffield et al., 2008;
Hgiby et al., 2010; Molin y Tolker-Nielsen, 2003).
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3.4. COMPONENTES DE LA MATRIZ DEL BIOFILM

Se ha sugerido que la matriz impide o limita el acceso de los antimicrobianos a las células
bacterianas dentro del biofilm, ya que los compuestos pueden reaccionar con los
componentes de la matriz y ademas, difundir con dificultad (Mah y O’Toole, 2001). La
velocidad del transporte de los agentes antimicrobianos dentro del biofilm es importante. Si
la velocidad de penetracion del antibi6tico a través del biofilm disminuye con relacion a la
velocidad de transporte a través de un liquido, los microorganismos estarian expuestos
inicialmente a una baja concentracion del antibiotico, que aumentaria gradualmente con el
tiempo, lo que les daria tiempo para generar una respuesta adaptativa. Se ha encontrado que
esta disminucion en la difusion del antimicrobiano podia ser especifica de la interaccion
agente-biofilm (Van Acker et al., 2014).

Se ha estudiado extensamente el papel de los polisacéridos de la matriz en la limitacion a la
penetracion de antibioticos en biofilms formados por cepas mucoides de P. aeruginosa. En
estos biofilms, la penetracion de aminoglucésidos como gentamicina y tobramicina es
considerablemente mas lenta que la de los antibidticos P-lactdmicos, ya que los
aminoglucosidos se unen al alginato (Gordon et al., 1988; Nichols et al., 1989; Van Acker
et al., 2014). Recientemente se encontrd que los componentes de la matriz extracelular de
biofilms de cepas no mucoides de P. aeruginosa también desempefian un papel importante
en la proteccion de las células contra los antibidticos. La tobramicina cargada
positivamente, fue secuestrada en la periferia del biofilm, mientras que la ciprofloxacina
con carga neutra, penetré facilmente (Tseng et al., 2013). En estas cepas no mucoides, se ha
identificado que el exopolisacarido de carga neutra Psl puede secuestrar varios antibioticos,
posiblemente debido a las interacciones electroestaticas. Billings y colaboradores (2013)
encontraron que una mutacion en la produccién de Psl en estas cepas, aumentd la
sensibilidad a los antibioticos cargados positivamente como la colistina, tobramicina y
polimixina. El exopolisacarido Pel, también esta involucrado en la proteccion contra los
aminoglucoésidos. Colvin y colaboradores (2012), reportaron que una mutacion en la
expresion de Pel en la cepa PA14, hizo al biofilm mas susceptible a la tobramicina y

gentamicina, sin afectar la susceptibilidad a la ciprofloxacina; mientras que la
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sobreexpresion de Pel en las cepas PAO1 y PA14 condujo a una tolerancia elevada a la

tobramicina y gentamicina.

3.5. BOMBAS DE EFLUJO

Se ha estudiado el papel de las bombas de eflujo en la resistencia a los antimicrobianos en
bacterias Gram negativas y su importancia en la supervivencia de subpoblaciones
particulares en biofilms. Se ha reportado un aumento en la expresion de bombas de eflujo
en biofilms. P. aeruginosa contiene al menos 12 operones que codifican para bombas que
estan involucradas en el eflujo de una amplia gama de sustratos, como aminoglucdsidos, 3-
lactamicos, cefalosporinas, cloramfenicol, fluoroquinolonas y tetraciclinas (Hgiby et al.,
2010; Mah y O’Toole, 2001; Van Acker et al., 2014).

3.6. PROTECCION CONTRA EL ESTRES OXIDATIVO

Muchos de los antibidticos como los B-lactdmicos, fluoroquinolonas y aminoglucoésidos,
inducen la formacidn de radicales hidroxilo y crean un ambiente intracelular que promueve
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, sigla del inglés “reactive oxygen
species”) altamente deletéreas para la célula. En los biofilms, son necesarias
concentraciones mas altas de antibidticos para inducir la produccién de ROS y muchas
veces no se forman en areas con baja actividad metabdlica o con condiciones anaerdbicas
(Battan et al., 2004; Jensen et al., 2014; Van Acker et al., 2014). En P. aeruginosa y E.
coli, la respuesta estricta (SR sigla del inglés “stringent response”) es un mecanismo
regulador que coordina las adaptaciones fisioldgicas a la falta de nutrientes y otros estreses.
Algunos estudios han explorado el vinculo entre la SR y el control de las vias de estrés
oxidativo y encontraron que la SR mantiene bajos los niveles de ROS, manteniendo niveles
adecuados de catalasa y superoxido dismutasa (Khakimova et al., 2013; Van Acker et al.,
2014).
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4.PROBLEMAS QUE CAUSA LA FORMACION DE UN BIOFILM

Cualquier superficie bidtica o abiotica animal, mineral o vegetal, tiene potencial para la
colonizacion bacteriana y la formacion de biofilm, incluyendo cascos de barcos,
oleoductos, rocas en arroyos, lentes de contacto, implantes biomeédicos y dispositivos

transcutaneos, entre otros (Dunne, 2002).

Los biofilms son de gran interés en el area de la medicina. Se desarrollan sobre superficies
inertes o sobre tejido vivo o muerto, y ocurren comunmente en dispositivos médicos como
catéteres, protesis e implantes. Practicamente todos los fluidos corporales proporcionan
nutrientes para el crecimiento microbiano, por lo que en la mayoria de los dispositivos
médicos, plasticos y metalicos, se podrian formar estas comunidades (Costerton et al.,
1995; Davey y O’toole, 2000). Por ejemplo, la formacion de biofilm sobre las valvulas
cardiacas es la principal causa de endocarditis en los pacientes que han sido sometidos a
sustitucién de valvula (Hyde et al., 1998). Hasta ahora, los instrumentos médicos han sido
esterilizados por autoclavado o con agentes gaseosos como el dxido de etileno y el didxido
de cloro. Sin embargo, la corrosion y la adhesion y crecimiento microbianos se producen
dentro del cuerpo humano, dificultando los tratamientos de las superficies de los
dispositivos para prevenir o destruir la adhesion celular. Los revestimientos con protectores
catddicos y la aplicacién de un campo eléctrico han sido utilizados para prevenir la
corrosion y la formacion de biofilms en superficies metalicas y catéteres (de Carvalho,
2007).

Ademas, los biofilms son responsables de diversas enfermedades como la otitis media y
juegan un rol importante en la fibrosis quistica, en la enfermedad del legionario y la
formacion de placa dental, entre otras. La formacion de estas comunidades sésiles y su
resistencia a los agentes antimicrobianos son la raiz de muchas infecciones bacterianas
persistentes y cronicas. Alrededor del 90% de las infecciones en humanos y el 65% de las
infecciones nosocomiales son debidas a biofilms de acuerdo a los Institutos Nacionales de
Salud (NIH) y el Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos. Los

antibioticos estandar son mas efectivos contra las células planctonicas, dejando que las
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formas sésiles se propaguen y se difundan nuevamente al terminar el tratamiento, dando
como resultado la reaparicion de los sintomas. Generalmente, el sistema inmunoldgico no
puede controlar las infecciones causadas por biofilms. Las células bacterianas sésiles
liberan antigenos y estimulan la produccion de anticuerpos, pero éstos no son eficaces
contra las bacterias dentro del biofilm y pueden causar dafio a los tejidos circundantes
(Figura 6) (Costerton et al., 1999; Davey y O’toole, 2000).

|nAntlb|ot|c n Antibody c Planktonic cell @ Biofilm cell . Phagocyte enzymes |

Figura 6. Diagrama de un biofilm en un implante. A. Las bacterias plancténicas pueden ser
eliminadas por anticuerpos y fagocitos y son susceptibles a antibiéticos. B. Los biofilm
formados sobre una superficie son resistente a anticuerpos, fagocitos y antibiéticos. C. Los
fagocitos son atraidos por el biofilm; no pueden fagocitar las bacterias, pero liberan
enzimas fagociticas. D. Las enzimas liberadas dafian el tejido circundante. Finalmente, se
liberan células planctonicas del biofilm, lo que causa diseminacion e infeccién en tejidos

Vecinos.

En la industria, ademas de causar problemas en la higiene, los biofilms pueden causar
pérdidas de energia, corrosion y bloqueos en los condensadores, refrigerantes, circuitos de
agua y tubos de intercambio de calor, entre otros. En la industria alimentaria, reducen la
vida util del alimento y aumentan el riesgo de transmision de enfermedades. Afectan
industrias como las cerveceras, lacticas y carnicas, entre otras. Actualmente, las estrategias

de control microbiano no son lo suficientemente eficaces para proporcionar una
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erradicacion completa de los biofilms sin afectar las cualidades del producto (Chmielewski
y Frank, 2003; Tiina 'y Gun, 1992).

5.ERRADICACION Y CONTROL DE BIOFILMS

Se han realizado muchos estudios para la erradicacion y control de los biofilms. Lo primero
y mas importante es prevenir la formacion de éstos mediante la limpieza y desinfeccion
periddica, la limitacion de nutrientes, el control de la temperatura, el disefio de equipos, la
seleccion de materiales superficiales que no favorezcan la adhesion y la incorporacion de
productos antimicrobianos o modificacion de las propiedades fisicoquimicas de las
superficies (de Carvalho, 2007; Chmielewski y Frank, 2003; Srey et al., 2013). La
remocion y erradicacion de biofilms ya establecidos requiere de tratamientos mas severos,
entre los que se encuentra el uso de biocidas altamente oxidantes y aplicacion de fuerzas
mecénicas, pero la mayoria de las veces no es posible eliminarlos. Los métodos
convencionales de control de bacterias en vida libre por medios quimicos, fisicos o
biolégicos son a menudo ineficaces para biofilms, ya que las células sésiles muestran
propiedades diferentes a las plancténicas y son resistentes a casi todas las formas de
esterilizacion. Si un biofilm se enfrenta a altas concentraciones de un producto
antimicrobiano, las células susceptibles seran erradicadas, pero algunas células pueden ser
resistentes, lo que permitiria que el biofilm sobreviva y se desarrolle nuevamente (Stewart y
Costerton, 2001).

Muchos productos quimicos diferentes pueden usarse en la limpieza y desinfeccion,
incluyendo agentes tensioactivos o productos alcalinos. La eficacia de los desinfectantes
estd limitada por la presencia de material organico como grasas, carbohidratos y materiales
a base de proteinas. Ademas, el pH, la temperatura, la dureza del agua, los inhibidores
quimicos, la concentracion y el tiempo de contacto son factores importantes que influyen en

la eficacia de la desinfeccion (Srey et al., 2013).
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Para erradicar un biofilm ya establecido, el biocida o desinfectante debe penetrar o disolver
las EPS y tener acceso a las células microbianas. Hay muchos tipos de desinfectantes
incluyendo cloro, perdxido de hidrgeno, yodo, ozono, acido peracético, entre otros
(Chmielewski y Frank, 2003; Simdes et al., 2006; Srey et al., 2013). El hipoclorito de sodio
es un compuesto quimico que se ha utilizado para desinfectar superficies. Toté y
colaboradores (2010), reportaron su actividad sobre la reduccion de la matriz y las células
de biofilms de S. aureus y P. aeruginosa. El perdxido de hidrégeno, es uno de los
desinfectantes mas utilizado por su alta capacidad oxidante y la produccion de radicales
libres. Se ha reportado su uso como desinfectante contra algunos biofilms (de Carvalho,
2007; Srey et al., 2013; Toté et al., 2010). El ozono, es un agente antimicrobiano con
propiedades oxidantes que puede romper la membrana celular (Khadre et al., 2001). La
inactivacion bacteriana por el ozono es un proceso complejo debido a que éste ataca
numerosos constituyentes celulares incluyendo proteinas, lipidos de la membrana celular,
peptidoglicanos, enzimas y &cidos nucleicos (Ishizaki et al., 1981; Khadre et al., 2001; Rey
et al., 1995). Se han informado reducciones significativas de algunos biofilms tratados con
ozono (Dosti et al., 2005; Srey et al., 2013). El acido peracético es un agente
antimicrobiano altamente oxidante que no puede ser desactivado por catalasa y peroxidasas.
Pero, a pesar de sus propiedades como agente antimicrobiano, se ha reportado que éste es
ineficaz contra los biofilms (Krolasik et al., 2010; Toté et al., 2010). Muchos de estos
desinfectantes no logran disolver completamente la matriz y penetrar hasta las células, por
lo que no erradican el biofilm. Ademas, la mayoria de estos productos quimicos no son
adecuados para muchas aplicaciones y pueden generar productos toxicos o mutagénicos,
por lo que representan un peligro para el medio ambiente y la salud humana (Brelles-
Marifio, 2012; Simdes et al., 2010).

Otra técnica utilizada para el control de biofilm es la ultrasonicacion. Esta técnica genera
ciclos de ondas de alta y baja presion en el liquido sonicado que pueden romper las paredes
celulares. Ademas, Peterson y Pitt (2000), reportaron que el ultrasonido aumentd la eficacia
de los antibidticos contra biofilms de E. coli. Propusieron que el ultrasonido mejora la
difusion del oxigeno en la matriz del biofilm, lo que permite mayor actividad celular dentro

del biofilm y facilita la accion de los antibioticos. La desventaja de esta técnica es que es
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dificil de aplicar en la industria y en muchos dispositivos médicos, debido a sus costos, a la
limitacion en el tamafio de la muestra a sonicar y ademas, no todos los dispositivos pueden

ser sonicados.

Se han utilizado detergentes a base de enzimas para el control de biofilms. Debido a la
heterogeneidad de las EPS, es necesaria una mezcla de enzimas para su degradacion.
Generalmente, se han utilizado proteasas y enzimas hidrolizantes de polisacaridos. Ademas,
se ha reportado la combinacion de enzimas con surfactantes, tensioactivos y
antimicrobianos para mejorar su eficacia contra los biofilm. Sin embargo, el uso de enzimas
es limitado debido a los altos costos de estas (de Carvalho, 2007; Meyer, 2003; Simdes et
al., 2010).

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias y pueden proporcionar un enfoque
altamente especifico, no tdxico y factible para controlar y erradicar biofilms; pero es una
tecnologia que aun esta siendo desarrollada y son necesarios mas estudios (Sillankorva et
al., 2004; Sutherland et al., 2004). La infeccion de las células del biofilm por los fagos esta
condicionada por su composicion quimica y factores ambientales como temperatura, etapa
de crecimiento, medio de cultivo y concentracion de fagos. Sillankorva y colaboradores
(2004), encontraron que los fagos eliminaron hasta un 80% de las células de un biofilm de

P. fluorescens.

La existencia de interacciones entre especies y la produccion de metabolitos pueden ayudar
a prevenir la formacion de biofilms y podrian proporcionar una nueva linea de estrategias
eficaces para su control, pero son necesarios mas estudios para su aplicacion. Por ejemplo,
los sider6foros son un factor de virulencia en muchos microorganismos y puede actuar
como molécula de biocontrol. Gram (1993), encontro que los sobrenadantes de un cultivo
de Pseudomonas spp. inhibieron el crecimiento de Shewanella putrefacianos. Otro ejemplo
es la produccion de moléculas de sefalizacion celular. Una buena comprension del
fendmeno de quérum sensing y la identificacion de productos que puedan inhibirlo se

podrian utilizar para el control de biofilms (Simdes et al., 2010).
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El uso de calor himedo y presion en autoclaves es un metodo barato para muchas
aplicaciones. Sin embargo, no puede aplicarse a todas las situaciones o a todos los
materiales, como es el caso de algunos dispositivos medicos, protesis y materiales
termosensibles o de tejidos vivos como quemaduras. Los productos quimicos, como el
oxido de etileno, permiten la desinfeccidn a baja temperatura, pero suelen ser mutagénicos

y carcinogénicos (Brelles-Marifio, 2012).

Otra tecnologia que se ha utilizado es la radiacion gamma. Este método puede aplicarse en
algunos casos, pero no en todos. Requiere equipos e instalaciones especiales y personal
altamente capacitado, lo cual lo hace costoso; ademés de dafar en cierta medida la
superficie de los objetos y afectar las propiedades de los polimeros. Por otro lado, la
radiacion UV no alcanza a penetrar a través del biofilm, ya que la profundidad de accion de

los fotones UV se limita a una capa de 1 um (Moisan et al., 2001).

En casi todos los campos afectados por los biofilms se buscan enfoques para su prevencion,
remocion y eliminacidn, ya que ninguna estrategia es efectiva en todos los casos. La mayor
resistencia de los biofilm a los tratamientos convencionales aumenta la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias de control. Una técnica alternativa para la inactivacion de
biofilms es el uso de plasmas no térmicos de descarga de gases, también Ilamado plasma
frio a presion atmosférica. El plasma, ofrece una buena alternativa a los métodos
convencionales de esterilizacion, ya que contiene una mezcla de agentes reactivos como
radicales libres, particulas cargadas y fotones UV, entre otros; conocidos por su potencial
de descontaminacion frente a microorganismos (Becker et al., 2005; Abramzon et al., 2006;
Akishev et al., 2008, 2009). Ademas, podria ser una técnica apropiada para la esterilizacion
de material termosensible ya que trabaja a temperaturas relativamente bajas (<50 °C), y es

segura tanto para el operador como para el paciente (Moisan et al., 2001).
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6. PLASMA FRIO A PRESION ATMOSFERICA

El plasma fue descubierto por primera vez en 1897 por William Crookes (Crookes, 1878) y
en 1929 este término fue introducido en la fisica (Tonks y Langmuir, 1929). Es considerado
como el cuarto estado de la materia, donde con el aumento del nivel de energia, el estado de
la materia pasa de sélido a liquido, a gaseoso y finalmente a plasma (Figura 7) (Liao et al.,
2017). El plasma es un gas ionizado (total o parcialmente) que posee atomos, iones,
electrones, fotones y atomos en sus estados fundamentales o excitados. Segun la
temperatura de los electrones (Te), se pueden agrupar en plasmas de baja temperatura (Te
entre 10* y 10° K) y de alta temperatura (Te entre 10° y 108 K) (Bogaerts et al., 2002;
Fridman et al., 2005; Liao et al., 2017). El plasma de alta temperatura se encuentra en
equilibrio térmico (los electrones estan a casi la misma temperatura que las particulas
pesadas como iones, moléculas neutras y atomos) y su temperatura alcanza valores de
varios miles de grados Kelvin. En contraste, en el plasma de baja temperatura también
Ilamado plasma frio, la mayor parte de la energia se transmite a los electrones y sélo la Te
alcanza valores altos. En este caso, las particulas neutras y los iones tienen una energia
insignificante y permanecen frios, dando como resultado una temperatura del gas baja (Tg<
50 °C). Ademas, la presién en el plasma juega un papel importante en el equilibrio térmico:
altas presiones en el gas implican muchas colisiones en el plasma y un alto intercambio de
energia entre las especies, mientras que bajas presiones implican pocas colisiones, un bajo
intercambio de energia y consecuentemente diferentes temperaturas entre la especies del

plasma (Bogaerts et al., 2002).

Los plasmas frios generados a presién atmosférica consisten en varios agentes activos,
como fotones UV, adtomos y moléculas neutras o excitadas, iones negativos y positivos,
radicales y electrones libres. Los agentes activos producidos dependen de los parametros de
generacion de la descarga, como la composicion del gas, caudal del flujo, humedad,
temperatura y propiedades de excitacion. Entre las especies reactivas se encuentran formas
activas de moléculas y atomos de oxigeno (ROS), como oxigeno atomico (O), anién
superoxido (O2¢7) y ozono (O3); especies reactivas del nitrdgeno (RNS, sigla del inglés

“reactive nitrogen species”) como nitrogeno atomico (N), moléculas de nitrogeno excitado
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(N2) y 6xido nitrico (NO); y si hay humedad se puede generar H2O*, ion o radical hidroxilo
(OH o OHe, respectivamente) y peroxidos (022 o H202) (Scholtz et al., 2015).
Recientemente, estos plasmas han recibido mayor atencion debido a su uso potencial en
varias aplicaciones como fuentes de luz, modificacion de superficies y descontaminacion
quimica y bioldgica (Ehlbeck et al., 2011; Liao et al., 2017; Scholtz et al., 2015).
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Figura 7. Esquema de los estados de la materia. Al aumentar el nivel de energia las

moléculas del solido se liberan de su estructura cristalina y forman el estado liquido, que
luego se dispersan en el espacio y pasan al estado gaseoso, y finalmente, con suficiente

energia, el gas es ionizado y pasa al estado de plasma (Liao et al., 2017).

En los ultimos afos, se han desarrollado varias tecnologias de esterilizacion no térmica,
tales como el tratamiento a altas presiones, radiacion gamma y ultravioleta, ultrasonido,
campo eléctrico pulsado, agua electrolizada y plasmas frios. Entre las técnicas de
esterilizacion, estos plasmas son una nueva tecnologia de esterilizacion con un enorme
potencial debido a su alta eficiencia, minimos efectos secundarios y a la mezcla de agentes
activos con capacidad antimicrobiana. La baja temperatura de trabajo es la caracteristica
principal de los plasmas frios, lo que permite el tratamiento de material termosensible y su
uso sobre tejidos vivos. Ademas, no generan productos tdxicos, producen dafios minimos o
nulos a los productos, son seguros tanto para el operador como para el paciente y son de
bajo costo de operacion (Laroussi, 2002; Liao et al., 2017; Scholtz et al., 2015). En
medicina, han surgido como alternativa para tratar heridas cronicas e infecciones y
regeneracion de la piel, acelerar la coagulacion de la sangre, tratamiento para el cancer,
aplicaciones odontoldgicas y desarrollo de nuevos farmacos (Fridman et al., 2007, 2008;
Keidar et al., 2013; Sladek et al., 2004; Stoffels, 2006).
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6.1. GENERACION DE PLASMAS FRIOS A PRESION ATMOSFERICA

El plasma puede ser generado por diferentes métodos, incluyendo descarga de gases,
fotoionizacion, radiacion térmica y radiofrecuencias, entre otros. Entre estos métodos, la
descarga de gases es la forma mas comun para generar los plasmas frios. En la descarga de
gases se da la ruptura de un gas neutro en presencia de un campo eléctrico externo. La
energia del campo eléctrico es acumulada por los electrones a través de colisiones y solo
una fraccion de la energia es transferida a otras particulas, resultando en un estado no
térmico del plasma. Las descargas se clasifican segin el comportamiento temporal del
campo eléctrico como descargas de corriente continua, alterna o pulsadas (Conrads y
Schmidt, 2000; Liao et al., 2017; Scholtz et al., 2015).

Los dispositivos comunes para generar los plasmas frios incluyen descarga de barrera
dieléctrica (DBD), descarga de barrera resistiva (RBD), descarga corona, descarga
luminica, descarga de radiofrecuencia (RFD) y jet a presion atmosférica (APPJ).
Actualmente, la DBD y el APPJ son los dispositivos mas utilizados y estudiados, debido
principalmente a su disefio simple y a la posibilidad de adaptarse a multiples objetivos y
requerimientos. La DBD, también Ilamada descarga silenciosa, tiene las ventajas de
producir plasmas estables y uniformes y trabajar a una temperatura relativamente baja y a
presion atmosférica. Mientras que el APPJ requiere un flujo de gas auxiliar para empujar
las particulas activas generadas fuera del area del electrodo (Bourke et al., 2017; Liao et al.,
2017; Scholtz et al., 2015).

6.2. DBD

Las DBD se conocen desde hace méas de un siglo. Los primeros reportes fueron hechos en
1857 (Siemens, 1857) y la DBD fue investigada inicialmente por su produccién de ozono.
En la DBD se aplica una tension alterna o pulsada entre dos electrodos separados por un
espacio estrecho y donde al menos uno de los electrodos estd cubierto por un material
dieléctrico como vidrio o plastico. Existen muchas configuraciones de electrodos, pero las

mas comunes son planas o cilindricas. Para generar esta descarga, es necesario un voltaje
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de 1-100 kV y una frecuencia de 50 Hz a 1 MHz. Cuando el campo eléctrico en el espacio
de la descarga es lo suficientemente alto, induce la rotura del gas y se generan un gran
namero de canales o filamentos de descarga individuales entre los electrodos. La descarga
puede ser producida en aire ambiental o en un gas que fluye a través de los electrodos y
puede aplicarse directa o indirectamente sobre la muestra (Conrads y Schmidt, 2000; Gaunt
et al., 2006; Kogelschatz, 2003; Laroussi, 2002; Ziuzina et al., 2014).

En una DBD operada en aire, las condiciones de la descarga tienen que ser optimizadas
para excitar y disociar las moléculas de oxigeno y nitrogeno. Inicialmente, la energia
ganada por los electrones en el campo eléctrico se utiliza para generar estados atdmicos y
moleculares excitados. Luego, las reacciones quimicas se inician principalmente por el
impacto de los electrones con el oxigeno y nitrégeno. Las especies reactivas mas comunes
en este tipo de descarga son el ozono, el oxigeno atomico, el radical hidroxilo y diversas
especies de Oxidos de nitrdgeno (NO, N20O, NOs y N2Os) entre otros ( Gaun, et al., 2006;
Kogelschatz, 2003).

7. INACTIVACION MICROBIANA POR PLASMA FRIO A PRESION
ATMOSFERICA

Los plasmas frios a presién atmosférica han evolucionado rapidamente como tecnologia
para la descontaminacién microbiana en superficies, dispositivos médicos, materiales
termosensibles, aguas residuales y superficies de alimentos frescos y procesados (Afshari y
Hosseini, 2013; Alkawareek et al., 2012a; Bourke et al., 2017; Rowan et al., 2007). Desde
el primer reporte de su aplicacion como agente antimicrobiano (Menashi, 1968), se han
investigado los procesos fisicos, quimicos y biologicos responsables de la esterilizacion
(Ehlbeck et al., 2011; Laroussi, 2002; Laroussi et al., 2000; Lee et al., 2006; Moisan et al.,
2001). La composicion quimica de los plasmas frios es compleja y los multiples agentes
reactivos juegan un papel, independientemente o en sinergia, en la inactivacion microbiana
(Bourke et al. 2017). La mayoria de los trabajos que estudian el efecto del plasma sobre las

células bacterianas se han realizado con microorganismos planctonicos o esporas. Aunque
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el rol de cada agente antimicrobiano y el proceso de inactivacion aun no estan claros y
siguen en estudio (Graves, 2012; Moisan et al., 2001, 2009; Yousfi et al., 2014), se han
propuesto algunos mecanismos de inactivacion de células plantonicas por plasmas frios a

presion atmosférica, que pueden ser tanto bioldgicos como fisicos.

Entre los mecanismos bioldgicos se encuentran el dafio al ADN por la radiacion UV, el
dafio oxidativo de la membrana y los componentes intracelulares como ADN, proteinas y
carbohidratos; y mas recientemente se ha planteado un mecanismo similar a la muerte
celular programada. Se ha planteado que la degradacion del material genético por radiacion
UV podria ser uno de los mecanismos de accién del plasma sobre los microorganismos. La
luz UV, especialmente a alrededor de los 260 nm, puede resultar en la formacion de
dimeros de pirimidinas (timina-timina, timina-citosina o citosina-citosina); y dafiar
gravemente la capacidad de reparacion y replicacion del ADN. Los fotones de alta energia
de la luz UV producen fuertes efectos bactericidas ya que su longitud de onda corresponde
al maximo de absorcion del ADN (Liao et al., 2017; Moisan et al., 2001, 2002). Sin
embargo, muchos estudios han demostrado que la radiacion UV no es el mecanismo
principal y que muchas veces no tiene efecto sobre la erradicacion microbiana,
posiblemente debido a que la profundidad de accién de los fotones UV se limita a una capa
de un micrémetro. Por lo cual, se ha propuesto que la luz UV tiene un efecto sinérgico con
las demas especies activas del plasma (Dobrynin et al., 2009; Laroussi y Leipold, 2004;
Machala et al., 2010; Pavlovich et al., 2013; Scholtz et al., 2015).

El estrés oxidativo puede provocar dafios en los lipidos, ADN, proteinas y carbohidratos.
Un dafio excesivo de estas macromoléculas puede llevar a que la célula no pueda repararse
y consecuentemente representar la muerte celular (Cabiscol et al., 2000; Gaunt et al.,
2006). De los componentes celulares, los lipidos de membrana, especialmente los acidos
grasos poliinsaturados, son los mas vulnerables debido a su ubicacion cerca de la superficie
celular y su sensibilidad a las ROS. La peroxidacion lipidica genera productos que son mas
cortos que los &cidos grasos insaturados iniciales, comprometiendo la integridad estructural
de la membrana celular y creando un desequilibrio osmético, que finalmente conlleva a la

lisis celular (Gaunt et al., 2006; Farr y Kogoma, 1991). El estrés oxidativo tambien induce
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la modificacion estructural de las proteinas, produciendo cambios funcionales que pueden
alterar el metabolismo celular. Digel y colaboradores (2005), revelaron que la modificacion
quimica y la degradaciéon de las proteinas de membrana causadas por la exposicion al
plasma, podrian ser causadas por los radicales hidroxilo generados. Ademas, durante la
peroxidacion lipidica se forman aldehidos que son muy reactivos y pueden causar dafios en
las proteinas. Ademas, las ROS puede causar numerosos tipos de lesiones en el ADN, a
través de reacciones con las bases y azlcares (Berlett y Stadtman, 1997). Recientemente, se
ha propuesto que uno de los mecanismos de inactivacion microbiana puede ser la induccion
de la muerte celular programada bacteriana, debida a la produccién intracelular de ROS
inducida por el plasma (Bayles, 2014; Li et al., 2015; Liao et al.,2017).

Entre los mecanismos fisicos de erradicacién microbiana por plasma frio, se encuentran la
alteracion electrostatica y la electroporacion. Se ha propuesto que las fuerzas electrostaticas
producidas por la acumulacion de particulas cargadas generadas a partir del plasma causan
la disrupcion de la membrana celular y consecuentemente la muerte de la célula. Cuando la
fuerza electrostatica aumenta y supera la resistencia a la traccion, la pared celular se
desestabiliza y se agrieta facilmente. Luego, las estructuras rigidas de la pared bacteriana se
destruyen electrostaticamente debido a la repulsion mutua de los iones retenidos en la
superficie celular (Lunov et al., 2015; Mendiset al., 2000). Ademas, el campo eléctrico al
que se someten los microorganismos durante el tratamiento con plasma, genera un
fendmeno llamado electroporacién, donde se forman poros en la membrana celular, que
conduce a la filtracion del contenido y a la muerte del microorganismo (Laroussi, 2002;
Lunov et al., 2016; Liao et al., 2017).

Los mecanismos mencionados anteriormente se refieren a investigaciones realizadas sobre
la erradicacion bacteriana de células plantonicas por plasma frio, mientras que los
mecanismos que conducen a la inactivacion de biofilms aun no estan claros. Se han
propuesto varias vias de inactivacion, entre las que se encuentra la alteracién de la
integridad y disrupcion de la membrana celular y los componentes celulares, reduccion del

espesor del biofilm y disminucion de la cultivabilidad y actividad metabdlica de las células
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(Vandervoort et al., 2008; Joaquin et al., 2009; Zelaya et al., 2012; Vandervoort y Brelles-
Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2014, 2015; Khan et al., 2016).

La inactivacion de biofilms mediante plasma se ha comenzado a estudiar desde mediados
de la década pasada y el grupo de la Dra. Brelles-Marifio en la Universidad del Estado de
California fue pionero en esta linea (Abramzon et al., 2006, Brelles-Marifio et al., 2005,
Joaquin et al., 2009; Kamgang et al., 2007, Vandervoort et al., 2008, Zelaya et al 2010).
Desde entonces, se ha incrementado el niUmero de investigaciones dirigidas a entender la
inactivacion de biofilms mediante plasma, y muchas de ellas se han centrado en la
erradicacion de biofilms de P. aeruginosa (Allesen-Holm et al., 2006; Zelaya et al., 2010;
Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2015; Gabriel et al., 2016; Ben
Belgacem et al., 2016; Modic et al., 2017)

Aungue se ha reportado la eficiencia del plasma para la inactivacion de biofilms, poco se
sabe acerca de los mecanismos que explican este fendmeno. La aplicabilidad del método,
tanto para distintos microorganismos como superficies, depende no solo de un mayor
conocimiento acerca de los distintos tipos de dispositivos de generacion de plasma, sus
diferentes composiciones quimicas y de las condiciones que resultan en inactivacion del
biofilm, sino también de los mecanismos que producen la inactivacion celular. La hip6tesis
general de la presente tesis doctoral es que el plasma frio de descarga de gases representa
una herramienta util para la inactivaciéon de biofilms de P. aeruginosa. Ademas, se espera
dilucidar algunos de los aspectos de los mecanismos que explican la inactivacion de biofilm

por plasma.
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Hipotesis y objetivo general.

Los métodos convencionales de destruccion de bacterias en vida libre, tales como agentes
antimicrobianos y desinfeccion, suelen ser inefectivos con bacterias que forman un biofilm.
Por lo tanto, la capacidad de destruir estas estructuras demanda el desarrollo de nuevas
técnicas. La hipotesis de trabajo es que el plasma de descarga de gases es util para la
inactivacion de biofilms bacterianos. Como objetivo general, se espera dilucidar algunos de
los aspectos del mecanismo o los mecanismos que explica/n la inactivacion de biofilm por

plasma.

Obijetivos especificos.

Resultados del grupo de la Dra. Brelles-Marifio en la Universidad del Estado de California
demostraron la eficacia del plasma para la inactivacion de biofilms. Sin embargo, poco se sabe
acerca de los mecanismos que explican el fendmeno. Para que el método sea aplicable a distintos
microorganismos y superficies, es preciso conocer las condiciones y los mecanismos a través de los
cuales las bacterias son inactivadas. Ademas, en los experimentos preliminares se utiliz solo un
sistema de produccion de plasma y es posible que otros sean econémicamente mas ventajosos. En
colaboracion con los Dres. Kelly y Grondona (INFIP- UBA/CONICET) se desarroll6 una fuente de

plasma que opera en aire comprimido y se probé con los biofilms de Pseudomonas aeruginosa.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

Objetivo especifico 1): Estudiar la adhesién de biofilms bacterianos en distintas superficies

abidticas y condiciones de crecimiento.

Obijetivo especifico 2): Estudiar la arquitectura de los biofilms bacterianos en combinaciones

selectas superficie abidtica-condicion de crecimiento.

Obijetivo especifico 3): Estudiar la cinética de inactivacion de biofilms luego del tratamiento con

plasma.
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Obijetivo especifico 4): Estudiar la fisiologia del biofilm luego del tratamiento con plasma.

Objetivo especifico 5): Evaluar el efecto del plasma frio a presion atmosférica sobre la
penetracion de antibioticos en biofilms de P. aeruginosa.
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CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILM DE Pseudomonas aeruginosa EN
TRES SUPERFICIES ABIOTICAS, DOS MEDIOS DE CULTIVO Y DOS
CONDICIONES DE CRECIMIENTO

RESUMEN

Aunque los microorganismos pueden existir de forma independiente como células en vida
libre o planctdnicas, generalmente se encuentran formando parte de manera integral de una
comunidad. Un biofilm es una comunidad microbiana en la cual los microorganismos estan
adheridos irreversiblemente a un sustrato o interfase y entre si, e inmersos en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares que ellos mismos han producido. Los
microorganismos dentro del biofilm expresan caracteristicas fenotipicas diferenciales con
respecto a sus células planctonicas respectivas. Los biofilms pueden estar formados por una
Unica especie o bien por mdltiples especies de un tipo de microorganismo, por
microorganismos de distintos géneros, o por diferentes grupos de organismos (hongos,
algas y protozoos). La mayoria de los biofilms bacterianos de origen natural son de
especies mixtas. Sin embargo, los biofilms de una sola especie, como los de Pseudomonas
aeruginosa, son clinicamente importantes. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
formacion de biofilms de P. aeruginosa en varios escenarios, incluyendo medio rico y
minimo, tres superficies abidticas y dos sistemas de cultivo diferentes (discontinuo y
continuo). No se ha reportado en la literatura la influencia de este conjunto de factores en la

formacion de biofilms de P. aeruginosa.

La mejor formacion de biofilm, medida como adhesion a la superficie, se obtuvo en acero
inoxidable, medio minimo y cultivo continuo, mientras que el vidrio fue la mejor superficie
para el cultivo batch. Proponemos que la fijacion inicial de las células al vidrio se produce
por interacciones hidrofilicas entre los 0xidos del borosilicato y las estructuras superficiales
de las bacterias, mas la contribucion de los iones del medio de cultivo minimo. A medida
gue se agotan los nutrientes en el cultivo batch, los ramnolipidos que son sintetizados a lo
largo del desarrollo del biofilm, dejan de ser producidos y la concentracion de

exopolisacaridos alcanza una meseta. En el cultivo continuo, el suministro de nutrientes
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favorece la sintesis de exopolisacaridos y ramnolipidos y las interacciones hidrofébicas
entre los ramnolipidos y las superficies serian frecuentes. La rugosidad de los cupones de
acero inoxidable en comparacion con los de policarbonato podria explicar la mejor
adhesion a esta superficie. La adhesion bacteriana y la formacién de biofilm son procesos
multifactoriales, donde algunos factores contribuyen en etapas tempranas y otros en etapas

posteriores.

1. INTRODUCCION

Un nuevo campo de investigacion ha surgido en las JUGltimas décadas: la
Sociomicrobiologia. Este término fue acufiado por Parsek y Greenberg para referirse a los
sistemas de comunicacion y el comportamiento cooperativo en el mundo microbiano
(Parsek y Greenberg, 2005). Aunque los microorganismos pueden existir de forma
independiente como células planctdnicas, generalmente se encuentran formando parte de
manera integral de una comunidad. Se ha establecido por observacién directa de una amplia
variedad de habitats naturales, que la mayoria de los microbios persisten unidos a
superficies formando un ecosistema dentro de un biofilm estructurado (Davey y O’Toole,
2000). Los biofilms o biopeliculas bacterianas son comunidades microbianas adheridas
entre si y a superficies o interfases, e inmersas en una matriz compuesta principalmente de
exopolisacaridos con algunas proteinas y acidos nucleicos (Costerton et al., 1999). El
biofilm puede diferenciarse de otros agregados de microorganismos, ya que por definicion
se forma en interfases. Aunque cualquier interfase puede ser colonizada, el tipo méas comun

de biofilm se forma en interfase sélido-liquido (Wimpenny, 2000).

Los biofilms bacterianos representan un serio problema por su impacto en distintos
aspectos sanitarios e industriales y en general, en todos los aspectos de nuestra vida. Los
biofilms colonizan protesis, contaminan productos, dafian equipos y taponan tuberias.
Ademas, son responsables de enfermedades como la otitis media, la enfermedad del
legionario, y juegan un rol muy importante en la fibrosis quistica. También producen caries

dentales y placa dental, entre otras (Donlan y Costerton, 2002). Los Institutos Nacionales
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de Salud (NIH, sigla del inglés de “The National Institutes of Health™) y el Centro de
Control de Enfermedades de los Estados Unidos informaron respectivamente que el 90 por
ciento de las infecciones en humanos y el 65 por ciento de las infecciones nosocomiales se

deben a biofilms.

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que afecta a personas
inmunocomprometidas, a pacientes con respiradores y causa infecciones de tejido
guemado. Este patdgeno coloniza, junto con Burkholderia cenocepacia, el tejido pulmonar
de los pacientes con fibrosis quistica, contribuyendo a su mortalidad (Tammler y Kiewitz,
1999). P. aeruginosa forma biofilms en los implantes y en los tejidos muertos o vivos,
contribuyendo asi a una variedad de infecciones persistentes (Davey et al., 2003). El agua
es uno de los principales depdsitos ambientales de P. aeruginosa. En las unidades de
terapia intensiva, se ha asociado brotes de este patdgeno a grifos de agua contaminados con
P. aeruginosa. Este organismo es una preocupacién debido a la morbilidad y mortalidad
asociadas y al impacto en los costos de atencion en salud (Sydnor y Perl, 2011). La mayoria
de los biofilms de origen natural son de especies mixtas, sin embargo, los monoespecies
son de interés debido a su importancia clinica. Los biofilms monospecies formados por P.
aeruginosa se han convertido en un modelo para el estudio de este aspecto de la biologia
microbiana (Davey et al., 2003).

La formacion del biofilm comienza cuando las células bacterianas en vida libre
(planctdnicas) reconocen una superficie, se adsorben reversiblemente y luego se adhieren
firme e irreversiblemente. Posteriormente, las células unidas crecen, se dividen y reclutan
otras células planctonicas adicionales que se unen a las que ya estan en la superficie. Este
proceso da lugar al desarrollo de un biofilm maduro con una arquitectura particular en la
cual los racimos de células y los canales del agua entre ellos forman un sistema circulatorio
primitivo (Kolter y Losick, 1998). La formacion del biofilm en una superficie particular es
un proceso multifactorial que depende no sélo del tipo de organismo que compone la
biopelicula. No se puede obtener una imagen clara de la adhesién sin considerar los efectos
del sustrato, la hidrodindmica del medio acuoso, las caracteristicas del medio y las diversas

propiedades de la superficie celular (Donlan, 2002). Ademas, a lo largo del desarrollo del
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biofilm, las células pueden producir sustancias que tambien desempefian un papel en la
estructura o el mantenimiento del biofilm, por ejemplo, los ramnolipidos, cuya produccién
es importante para mantener los canales sin colonizar garantizando las interacciones célula-

célula y la union de células bacterianas a las superficies (Davey et al., 2003).

La comprension de la adhesion bacteriana a las superficies requiere informacién detallada
sobre el sustrato, los componentes del medio, el tiempo de crecimiento y el régimen de
cultivo. En el presente trabajo se evaluaron las condiciones de superficie abiotica, medio de
cultivo y sistema de crecimiento que condujeron a la formacion de un biofilm robusto. El
objetivo fue estimar indirectamente la formacion de biofilm en varios escenarios diferentes,
incluyendo dos medios de cultivo (rico y minimo, LB y AB respectivamente), tres
superficies abidticas (policarbonato, acero inoxidable y borosilicato), dos sistemas de
cultivo (batch y continuo) y dos tiempos de crecimiento para el cultivo batch (uno y tres
dias). Aunque hay muchas contribuciones utilizando diferentes superficies abiéticas o
diferentes medios de cultivo en la literatura, no se ha reportado la influencia de este

conjunto de factores en la formacién de biofilm.

2. MATERIALESY METODOS

2.1 Microorganismo y medios de cultivo

Se utilizo6 la bacteria P. aeruginosa cepa PAOL, que se mantuvo en medio LB (Bertani,
1951) con glicerol 30% v/v a -70 °C. Se repicdé mensualmente en medio solido LB o AB
suplementado con 0.5% p/v de glucosa (Clark y Maalge, 1967) y se incubo a 37 °C. Se
utilizaron dos medios de cultivo para el desarrollo del biofilm, uno rico (LB) y uno minimo

(AB) cuyas composiciones se detallan a continuacion:

Medio liquido LB: 1 g/L de glucosa, 5 g/L de NaCl, 10 g/L de triptona y 5 g/L de extracto

de levadura
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Medio liquido AB: Solucion A (volumen final de 200 mL de H20): 2 g de (NH4)2S04, 6 g
de Na2HPOg4, 3 g de NaCl, 3 g de KH2PO4 y 0.011 g de Na>SOs; solucion B (volumen final
de 800 mL H20): 0.2 g de MgClz, 0.01 g CaCl, y 0.0005 g de FeCls 7 H20. Las soluciones
Ay B se esterilizaron por separado, se mezclaron y se adiciono glucosa 0.5 % p/v (stock 2

M previamente esterilizado por filtracion).

2.2 Inoculacion del reactor

Se prepar6 un preindculo a partir de una placa fresca de P. aeruginosa PAO1 crecida en
medio solido LB o AB, inoculando 10 mL del medio liquido estéril correspondiente (LB o
AB) con una colonia aislada del cultivo sélido. Se incubé durante 24 hs a 37 °C y 180 rpm.
Se inoculo el reactor de modo tal que la densidad dptica a 550 nm (DOssonm) en el seno del

reactor fuera igual a 0.1. El reactor se incub6 a 37°C y 130 rpm.

Para todos los experimentos, se utilizo un reactor de biofilm CDC (BioSurface
Technologies Corp., Bozeman, Montana, EEUU). El reactor cuenta con un recipiente de
vidrio de 1 L de capacidad y ocho barras de polipropileno removibles, cada una con
espacios para tres cupones de 12.7 mm de diametro, para un total de 24 eventos de
muestreo independientes en cada ensayo. También cuenta con una paleta de agitacion que
se acciona magnéticamente y una sonda de temperatura (Figura 1). Tanto la agitacion
como la temperatura se controlaron mediante una plataforma de calentamiento con

agitacion magnética.
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Ocho barras de polipropileno
removibles con espacio para
tres cupones cada una

Reactor hecho de material
inerte

Cupones de diferentes
materiales. Superficie de
crecimiento del biofilm

Salida lateal

Agitacion para mezclado

uniforme
Figura 1. Esquema del reactor de biofilm CDC (CDC Biofilm Reactor Operator Manual,
Biosurface Technologies Corp., 2003).

Previo a la preparacién del reactor, se lavaron los cupones en una solucion de detergente
neutro, se sonicaron durante 10 min a 30 °C y se enjuagaron con agua. Se repitié el
procedimiento hasta eliminar todo el detergente. En cada barra del reactor se pusieron
cupones de acero inoxidable 316L, policarbonato y/o borosilicato (vidrio). Se esterilizé el
reactor con 500 mL de medio liquido correspondiente (LB o AB) para la condicion batch o
350 mL de medio liquido para el cultivo continuo. Se esterilizaron por separado cupones de

cada material para usarlos como control (cupones sin biofilm).

2.3 Crecimiento del biofilm en batch y en sistema continuo

Luego de la inoculacion del reactor con el preindculo de P. aeruginosa como se indica en
2.2, el biofilm crecio6 en cultivo batch sobre cupones de acero inoxidable, policarbonato o
vidrio durante 24 o 72 hs, a una temperatura de 37 °C y una agitacién de 130 rpm. Una vez
concluido el plazo de crecimiento, se removieron asépticamente las barras y se lavaron dos
veces en solucion fisiologica estéril para eliminar las bacterias que no formaban parte del
biofilm. Luego se removieron de la misma manera los cupones de las barras y se secaron al
aire del flujo laminar durante 10 min para la posterior evaluacion de la formacion de

biofilm sobre los mismos.
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Para el cultivo del biofilm en sistema continuo, se inoculd el reactor como se indica en 2.2
y se utilizaron las mismas superficies abioticas que fueron usadas para el ensayo en batch.
El reactor se operd en batch durante 24 hs y luego se prosiguié a operar el sistema en
continuo bombeando medio fresco LB o0 AB y retirando el medio gastado al mismo flujo
(Figura 2). Se operd el reactor como un quimiostato, con un volumen de cultivo constante
de 350 mL y una DOsso constante durante 24 hs. Se trabajé con un flujo promedio de 2.6
mL/min para el medio LB y de 0.6 mL/min para el AB, en ambos casos el flujo fue
controlado con una bomba LKB BROMMA 2120 Varioperpex. Después de que se
cumpliera la condicion de 24 hs de DOsso constante, se procedid a procesar los cupones de

la forma indicada para el cultivo en batch.
(A

e, 1

|

Figura 2. Esquema del sistema continuo para el crecimiento del biofilm de P. aeruginosa
(CDC Biofilm Reactor Operator Manual, Biosurface Technologies Corp., 2003)

2.4 Capacidad de formacion de biofilm
La capacidad de formacién de biofilm en tres superficies abidticas, dos regimenes de

cultivo y dos medios de cultivo fue indirectamente evaluada por medio de la técnica de

tincion de cristal violeta (O’Toole y Kolter, 1998, con modificaciones).
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Para cuantificar el biofilm formado, el mismo se tifie con cristal violeta, un colorante basico
no especifico que se une a moléculas cargadas negativamente presentes en la superficie
bacteriana. Los cupones se secaron al aire durante 10 min, se cubrié su superficie con 28
pL de solucion al 1% p/v de cristal violeta durante 15 min en oscuridad (tapados con papel
aluminio). Como control, se incluyd un cupdn estéril de cada material sin biofilm. Se retiro
el exceso de cristal violeta con una toalla de papel estéril, y para eliminar el colorante no
adherido a los cupones, éstos se lavaron en solucion fisioldgica y se dejaron secar al aire
del banco de flujo laminar. Se introdujo cada cupon en un tubo con 3 mL de alcohol etilico
al 95% v/v para eluir el colorante incorporado a las células del biofilm y se midi6 la DOsag
(Figura 3). La concentracion de cristal violeta en la solucion es proporcional a la cantidad
de bacterias adheridas e indirectamente, a la cantidad de biofilm sobre la superficie.

Figura 3. Secuencia del procesamiento de los cupones para la evaluacién indirecta de la
formacion de biofilm de P. aeruginosa en tres superficies abidticas. De arriba hacia abajo

en la figura: policarbonato, vidrio y acero inoxidable.

2.5 Andlisis estadistico

Se realizé andlisis de varianza (ANOVA). La normalidad se contrastdé mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad por el test de Levene. La comparacion entre
medias se realizd mediante el test de Tukey (0=0.05). Se utilizo el software STATISTICA
de la compafiia Statsoft® (Copyright © StatSoft, 2011). Se realizaron cuatro experimentos

independientes y cada uno por duplicado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la formacion de biofilm indirectamente con el método de tincion por cristal
violeta bajo diferentes condiciones de crecimiento: dos medios de cultivo (rico y minimo,
LB y AB respectivamente), tres superficies de crecimiento (acero inoxidable, policarbonato
y vidrio) y dos sistemas de cultivo (batch y continuo) (Figura 4). Una mayor DO se
interpreté como una mejor adhesion de las células a la superficie abidtica y por lo tanto una

mayor cantidad de biofilm sobre la misma.

Figura 4. Crecimiento del biofilm de P. aeruginosa en sistema de cultivo batch en medios

AB o LB (primeras dos fotos) y cultivo continuo en medio AB (tercera foto).

3.1 Capacidad de formacion de biofilm de P. aeruginosa en batch durante 24 0 72 hs

En la Figura S se muestra la DOs40 de una solucion de colorante cristal violeta liberado de
las células del biofilm de P aeruginosa formado en la superficie de los cupones de
diferentes materiales. El biofilm se produjo en cultivo batch durante 24 o 72 hs utilizando
medio LB o medio AB. Se observo una mayor formacion de biofilm en el caso del cultivo
en batch de 72 hs. Tanto para el cultivo en batch de 24 hs como para el de 72 hs, se presentd
una mejor formacion de biofilm cuando se utilizd6 medio minimo AB, independientemente
del tipo de superficie abiodtica utilizada. En el caso del cultivo en batch de 72 hs, la

formacion de biofilm sobre superficie de vidrio es claramente superior.

72



250 24 hs 72 hs

it o [

= in =

[=1 [==] [==]
1 1 1

=1

LN

[=]
I

Densidad dptica (540 nm)

;[mj§ﬁ B ol N N

Acero Inox. Policarbonate  Vidro Acero Inox. Policarbonate  Vidno

Figura 5. Densidad optica (DOsa40) de una solucion de colorante cristal violeta liberado de
las células del biofilm de P. aeruginosa crecido sobre acero inoxidable, policarbonato y
vidrio, en cultivo batch durante 24 o 72 hs en medio LB (barras grises) y AB (barras

rayadas).

Independientemente de la superficie y el medio utilizado, los biofilms fueron mas robustos
después de 72 hs de crecimiento, lo que indica que después de la fijacion inicial de las

células, el biofilm sigue incorporando mas células a través del tiempo.

3.2 Capacidad de formacion de biofilm de P. aeruginosa en sistema continuo

La DOs4o de una solucion de colorante cristal violeta liberado de las células del biofilm de
P. aeruginosa crecido en cultivo continuo durante 24 hs en las tres superficies evaluadas se
muestra en la Figura 6. Se observa una mayor capacidad de formacion de biofilm en el
medio AB para las tres superficies utilizadas, siendo acero inoxidable y medio AB las

mejores condiciones de crecimiento del biofilm para el cultivo continuo.
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Figura 6. Densidad oOptica (DOsa0) de una solucion de colorante cristal violeta liberado de
las células del biofilm de P. aeruginosa crecido sobre acero inoxidable, policarbonato y
vidrio, en sistema continuo durante 24 hs, en medio LB (barras grises) y AB (barras

rayadas).

3.3 Comparacion de la capacidad de formacion de biofilm de P. aeruginosa en batch y

cultivo continuo

Se muestra la comparacion grafica de los cupones tefiidos con cristal violeta para todas las

condiciones evaluadas: medio de cultivo, sistema de cultivo y superficie (Figura 7)

.'dft“n \i £

Continuo, medio AB Batch, medio LB Continuo, medio LB

Batch, medio AB
Figura 7. Biofilm tefiido con cristal violeta y formado sobre cupones de diferentes
materiales (acero inoxidable, policarbonato y vidrio, de arriba hacia abajo

respectivamente), en dos medios de cultivo (AB y LB) y dos sistemas de cultivo diferentes
(batch y continuo).

Tanto para las tres superficies como para los dos sistemas de cultivo se observd mayor
formacion de biofilm en el medio minimo AB (Figuras 5 y 6). El medio rico LB se
compone de glucosa, triptona y extracto de levadura; mientras que el medio de cultivo
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minimo consiste en una mezcla de sales idnicas y glucosa, proporcionando una mayor
concentracion de iones al medio ambiente. Se ha reportado que caracteristicas del medio
acuoso como pH, niveles de nutrientes, fuerza ionica y temperatura, pueden desempefiar un
papel en la velocidad de union microbiana al sustrato (Donlan, 2000). Fletcher (1988a,
1988b) encontrd que un aumento en la concentracion de varios cationes (sodio, calcio,
lantano, hierro férrico) afecta la union de Pseudomonas fluorescens a las superficies de
vidrio, posiblemente al reducir las fuerzas repulsivas entre las células bacterianas cargadas
negativamente y la superficie de vidrio. La presencia de sodio, calcio, ion férrico y
magnesio en el medio AB puede explicar la mejor union de las células a las tres superficies

obtenidas con este medio.

En la Tabla 1 se analiza y compara estadisticamente (a¢=0.05) la capacidad de formacion de
biofilm en medio rico (LB) y minimo (AB). De los graficos y tablas se desprende
claramente que la formacidon del biofilm bacteriano depende de la superficie abi6tica en la
que crece y que fue significativamente mejor en cupones de acero inoxidable y en cultivo

continuo para ambos medios de cultivo.

Tabla 1. Andlisis de varianza y comparacién de medias entre las diferentes condiciones:
cultivo batch de 24 o 72 hs y cultivo continuo, medios de cultivo (AB y LB) y tres

superficies de crecimiento (acero inoxidable, policarbonato y vidrio).

Medio Sistema de Superficie
cultivo Acero inoxidable Policarbonato Vidrio

Batch 24hs 0.98 + 0.08° 1.14+0.07% 1.22+0.07°

AB Batch 72hs 146+ 0.10° 1.40 +0.10° 2.04£0.10°
Continuo 2.91+0.139 2.00+0.11° 2.08 £0.14°

Batch 24hs 0.35+0.10f 0.18+0.11F 0.50 + 0.08"

LB Batch 72hs 0.42 +0.128 0.64+0.118 | 0.71+0.10%
Continuo 2.05+0.15" 127+0.16 129+0.11"

Letras iguales representan que no hay diferencia significativa (p>0.05)

Letras diferentes representan diferencia significativa (p<0.05)
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Los biofilms producidos en cultivo continuo fueron consistentemente mejores que los del
cultivo batch, ya que las densidades Opticas fueron al menos una unidad madas alta
independientemente de la superficie y el medio utilizado. Un cultivo batch es un sistema
cerrado que comienza con un inoculo que crece hasta que los nutrientes se agotan o se
acumulan productos toxicos en el reactor, por lo que la concentracion bacteriana varia con
el tiempo. En un cultivo continuo siempre hay una entrada de medio fresco mientras se
retira el medio gastado, proporcionando un flujo continuo de nutrientes para un crecimiento
microbiano 6ptimo. Por lo general, el uso del cultivo continuo resulta en un entorno mas
homogéneo que conduce a un mejor biofilm (Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014). En el
cultivo batch se presentd una mejor adhesion a la superficie del vidrio, aunque no siempre
las diferencias fueron significativas (Figura 5 y Tabla 1). Los biofilms de 72 hs mostraron
una mayor adherencia en comparacion con los de 24 hs, independientemente del medio de
cultivo utilizado, pero nuevamente, la formacién de biofilm fue mejor en superficies de
vidrio (DOs40 de 2.04 + 1.02 en medio AB) (Figura 5 y Tabla 1). En ambos casos, la peor
formacion de biofilm se present6 sobre el acero inoxidable. En cuanto al cultivo continuo
(Figura 6), la formacion de biofilm fue mejor en acero inoxidable comparado con las otras
dos superficies para ambos medios de cultivo. Para el medio de cultivo AB, la formacion de
biofilm en los cupones de vidrio fue similar en el cultivo continuo y en el batch de 72 hs;
ademas, la adhesion en policarbonato y acero inoxidable fue mayor que en LB en todos los

Casos.

La adhesion bacteriana a las superficies y la posterior formacion del biofilm son
indudablemente multifactoriales. Algunos factores contribuyen maés en las etapas iniciales
del proceso de adhesion y otros en etapas posteriores del desarrollo del biofilm o a veces a
lo largo de todo el proceso. En las bacterias juegan un papel muy importante los apéndices
de superficie tales como fimbrias, pili, flagelos o fibras de exopolisacaridos, pero también
la envoltura bacteriana externa puede desempefiar un papel en el proceso de adhesion.
Ademas, los metabolitos bacterianos producidos a alta densidad celular y regulados por
“quorum sensing” también pueden contribuir al proceso. Las caracteristicas de la superficie
del sustrato tales como rugosidad, hidrofobicidad o hidrofilicidad son también importantes

para la adhesion. Los componentes del medio de cultivo también podrian afectar las
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propiedades superficiales del sustrato y el proceso de adhesion.

Existen varios tipos de interacciones que podrian afectar los procesos de unioén de las
células en medios acuosos. Las fuerzas electrostaticas, ya sea de atraccion o repulsion entre
célula y superficie, pueden desempenar un papel inicial (Marshall et al., 1971) y los
polimeros extracelulares podrian unir la brecha entre bacteria y sustrato, dando como
resultado una adhesion mas permanente. Fletcher y Loeb (1979) reportaron una baja
fijacion de Pseudomonas sp al vidrio, estructura quimica que contiene oxianiones en su
superficie, y una alta fijacion a superficies hidréfobas. En nuestro caso, la adhesion al
vidrio fue menor en cultivo continuo y mayor en cultivo batch. Estos resultados sugieren un
papel de las fuerzas electrostaticas o interacciones hidrofilicas al inicio del proceso de
fijacion en batch. El régimen continuo probablemente ofrece condiciones nutricionales bajo
las cuales la interaccion electrostatica inicial se sustituye por una interaccion hidrofobica

mas permanente.

Las propiedades hidrofilas de las bacterias Gram-negativas se deben principalmente a la
presencia del antigeno O del lipopolisacarido (LPS) de membrana externa. Los mutantes de
P. fluorescens que carecen del antigeno O se adhieren mejor a las superficies hidrofobicas
(Williams y Fletcher, 1996). Otro componente bacteriano que puede jugar un papel en la
adhesion y la unidn es el exopolisacéarido excretado por las bacterias que forman biofilm y
que componen la matriz. Diferentes microorganismos producen diferentes cantidades de
exopolisacéaridos y las cantidades aumentan con la edad del biofilm (Leriche ef al., 2000).
La produccion de exopolisacarido se ve afectada por el estado nutricional de la célula
bacteriana, depende en gran medida de la disponibilidad de la fuente de carbono (tanto
dentro como fuera de la célula) y del balance entre el carbono y otros nutrientes limitantes.
Se ha demostrado que un medio de cultivo con exceso de carbono disponible y limitacion
de otros nutrientes como nitrégeno, potasio o fosfato, puede promover su sintesis (Brelles-
Marifio y Boiardi, 1996; Sutherland, 2001). El crecimiento bacteriano lento también mejora
su produccion (Sutherland, 2001). Debido a su estructura acida, el exopolisacarido puede
unirse a las superficies hidrofilas, pero también puede asociarse con iones metalicos,

cationes divalentes y otros componentes del medio de cultivo (Flemming et al., 2007). En
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el caso de P. aeruginosa PAOI1, cepa no mucoide, se ha reportado que la matriz esta
compuesta de los polisacaridos alginato, Psl y Pel. El polimero anidnico alginato,
compuesto de dcido manuroénico y gulurdnico, se considera el principal exopolisacarido de
la matriz (Govan y Deretic, 1996; Periasamy et al., 2015). Mencionamos antes que el
medio minimo AB utilizado es rico en cationes divalentes que pueden interactuar con el

exopolisacarido excretado por el biofilm.

Los microorganismos producen diversos tipos de compuestos a través del metabolismo y
algunos de ellos no estan necesariamente presentes en etapas tempranas del cultivo, siendo
los ramnolipidos un ejemplo de estos compuestos. Se cree que los ramnolipidos se
adsorben a la superficie de la célula de P. aeruginosa haciéndola hidrofébica (Davey ef al.,
2003). Por lo tanto, las interacciones hidrofilicas iniciales entre el LPS bacteriano o el
exopolisacarido acido podrian ser sustituidas mas tarde por interacciones hidrofobicas a
través de ramnolipidos. Ademas de las propiedades fisicoquimicas de una superficie, las
caracteristicas de la misma son también un factor importante a considerar en el cuadro
general de la fijacion bacteriana a superficies. Las superficies més rugosas ofrecen un area
superficial mas alta y menores fuerzas de corte. Se demostré que el grado de colonizacion
microbiana parece aumentar a medida que aumenta la rugosidad de la superficie
(Characklis y Marshall, 1990). La rugosidad fue evaluada mediante microscopia de fuerza
atdmica y el acero inoxidable fue el mas rugoso, ya que las vetas dejadas por la maquinaria
de produccion de los cupones eran facilmente visibles (Vandervoort y Brelles-Mariio,
inédito). Gabriel y colaboradores (2016), evaluaron la adhesion de biofilms de P
aeruginosa sobre dos tipos de acero inoxidable (316 y 304) con tres acabados diferentes
(superficie pulida lisa, con lineas de pulido y sin pulir). Encontraron que la velocidad de
fijacion del biofilm fue mas afectada por el tipo de acabado que por el tipo de acero
inoxidable. Los resultados mostraron que, para los dos tipos de acero inoxidable, el acabado
superficial sin pulir presentd la poblacion celular mas alta, mientras que el pulido liso

obtuvo la poblacion celular més baja.

Aunque muchos investigadores afirman que los microorganismos se adhieren mas

rapidamente a las superficies hidroéfobas y no polares como el teflon y otros plasticos que a
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los materiales hidréfilos como el vidrio o los metales, los resultados de la literatura a veces
son contradictorios porque no hay métodos estandarizados para determinar la
hidrofobicidad. Pringle y Fletcher (1983) reportaron que no existe un patréon genérico de
unioén a las superficies, aunque la mayoria de los microorganismos aislados mostraron una
preferencia por las superficies hidrofobas. Parece que algln tipo de interaccion hidrofobica
se produce entre la célula bacteriana y la superficie que permitiria a la célula superar las
fuerzas repulsivas y poder unirse irreversiblemente (Donlan, 2002). Estudios de laboratorio
sobre la adhesion inicial de una pseudomonas marina han demostrado que estas bacterias
tienen una preferencia por las superficies de baja energia o hidrofobicas (Fletcher y

Floodgate, 1973; Fletcher y Loeb, 1979).

De las tres superficies que hemos probado, el policarbonato es hidrofobo y el vidrio es
hidrofilo. En cuanto al acero inoxidable, el fabricante declara que basdndose en los dngulos
de contacto de la literatura, la superficie de partida es hidrofila ya que los discos de acero
inoxidable se cortan a partir de varillas de acero inoxidable 316L y no se afiaden
recubrimientos o tratamientos de superficie después del corte (Warwood, comunicaciéon
personal). Determinamos los angulos de contacto para los tres materiales: 70° = 5° para el
acero inoxidable, 55° + 5° para el vidrio y 70° &+ 5° para el policarbonato. Por lo tanto, el
acero inoxidable y el policarbonato no difieren en la hidrofobicidad. No podemos concluir
si los cupones originales de acero inoxidable eran hidrofilos y luego se volvieron mas
hidréfobos probablemente debido a la deposicion de material en las vetas del cupon dejadas

por la maquinaria de produccion.

De todas las condiciones probadas, el mejor biofilm se obtuvo sobre superficie de acero
inoxidable, medio minimo AB y cultivo continuo. Mientras que la mejor superficie para
el crecimiento de biofilms en batch fue vidrio y medio AB. Basandonos en estos Gltimos
resultados proponemos un modelo en el que la fijacion inicial de las células al vidrio se
produce a través de la interaccion de las superficies bacterianas y el sustrato hidréfilo,
probablemente por enlaces de hidrégeno entre los 6xidos presentes en el borosilicato (SiO2,
B2O, Al.O3, Ca0, Na20O, BaO, K:0) y estructuras superficiales en la célula bacteriana tal

como el antigeno O. EI medio AB, rico en iones, también contribuiria al proceso. A medida
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que se agotan los nutrientes en el medio de cultivo en el sistema batch, se puede reducir la
produccion de algunos metabolitos como los ramnolipidos y la cantidad de exopolisacérido

excretada puede alcanzar una meseta.

En el cultivo continuo, la entrada de medio fresco en el reactor asegura un suministro
continuo de nutrientes, especialmente de la fuente de carbono, y por lo tanto otros
compuestos formados a través del metabolismo bacteriano pueden contribuir a etapas
posteriores de formacion de biofilm después de la fijacion inicial. La cantidad de
exopolisacarido producido sera favorecida por el suministro continuo de la fuente de
carbono y la edad del biofilm. Posteriormente, las interacciones hidrofébicas entre
compuestos recién sintetizados tales como ramnolipidos y superficies hidréfobas como
policarbonato y acero inoxidable pueden ser frecuentes. EI hecho de tener una mejor
adhesion al acero inoxidable en comparacion con el policarbonato podria estar relacionado
con la rugosidad de los cupones de acero inoxidable que "atrapan” microorganismos entre
las vetas de la superficie dejadas por la maquinaria de produccion.

4. CONCLUSION

En el presente capitulo se evalud la formacion de biofilms de P. aeruginosa en varios
escenarios, incluyendo medio rico y minimo, tres superficies abidticas y dos sistemas de
cultivo (discontinuo y continuo). La mejor formacion de biofilm se obtuvo en acero
inoxidable, medio minimo AB y cultivo continuo. La adhesion bacteriana a la superficie y
la posterior formacion del biofilm son indudablemente multifactoriales. Algunos de estos
factores contribuyen mas en las etapas iniciales del proceso de adhesion, otros en las etapas

posteriores en el desarrollo del biofilm o a veces a lo largo de todo el proceso.
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INACTIVACION DE BIOFILMS DE Pseudomonas aeruginosa MEDIANTE
PLASMA FRIO A PRESION ATMOSFERICA

RESUMEN

Los biofilms son mas resistentes a los métodos tipicos de descontaminacion o esterilizacion
que las bacterias en estado planctonico, por lo tanto, se requieren técnicas alternativas para
su inactivacion. El plasma, cuarto estado de la materia, contiene una mezcla de particulas
cargadas, especies quimicas reactivas y radiacion UV y es una alternativa apropiada ya que
estos agentes reactivos son conocidos por su capacidad de descontaminacion bacteriana. El
objetivo de este capitulo fue evaluar una fuente de plasma recientemente desarrollada, que
opera en aire, sobre biofilms de Pseudomonas aeruginosa crecidos sobre cupones de acero
inoxidable, en medio AB y cultivo continuo. Se probaron dos dispositivos para generar
plasma, uno de descarga tipo barrera dieléctrica (DBD) y otro tipo jet. Se selecciond el
dispositivo DBD ya que con éste se obtuvo un menor porcentaje de células inactivadas
debido al simple flujo de aire (sin descarga de plasma). Se probaron dos formas de generar
la descarga en el dispositivo DBD: utilizando aire ambiental circundante o con flujo de aire
humidificado. Los biofilms se erradicaron después de un tratamiento de 15 min con plasma
para ambas condiciones, aire ambiental circundante y aire humedecido, resultando en una
disminucion de 5.6 unidades logaritmicas de UFC/mL. En esas mismas condiciones, se
obtuvieron disminuciones de UFC/mL de 1.6 y 2.7 unidades logaritmicas después de una
exposicion de 3 min al plasma. El plasma de aire humedecido presentd una cinética de
doble pendiente con una inactivacion mas rapida del biofilm respecto del plasma generado
en aire circundante, con tiempos de reduccion decimal (valores D) de 1.47 y 4.36 min.
Ademas, se encontré que la radiacion UV del plasma representa una importante
contribucion en la erradicacion del biofilm. La fuente DBD coaxial de plasma generado en
aire presentada en este trabajo demostrd ser eficaz para la inactivacion de biofilms de P.
aeruginosa crecidos en las condiciones indicadas, asequible ya que no utiliza gases inertes

caros y facil de manejar para el tratamiento superficial indirecto.
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1. INTRODUCCION

Los biofilms son mas resistentes a los métodos tipicos de descontaminacion o esterilizacion
que las bacterias en vida libre o plancténicas. Los mecanismos que explican esta resistencia
son muy amplios e incluyen barreras de difusion fisica 0 quimica a la penetracion de
antimicrobianos, crecimiento lento del biofilm debido a limitacion de nutrientes, activacion
de respuestas al estrés, aparicion de fenotipos especificos y presencia de diferentes estados
fisioldgicos dentro del biofilm, entre otros (Mah et al., 2003). La estructura tridimensional
del biofilm permite que el exopolisacarido funcione como una barrera de difusion para
compuestos como los agentes antimicrobianos (Hoyle y Costerton, 1991; Stewart y
Costerton, 2001; Stewart, 2002; Leriche et al., 2003; Saravanan et al., 2006; Brelles-
Marifio, G. 2012). Los mecanismos que explican la resistencia de los biofilms a casi todas
las formas de esterilizacion son muy diversos, por lo tanto, el problema de su erradicacion
exige el desarrollo de técnicas alternativas. El uso de plasmas de descarga de gases se ha
investigado durante mas de una década obteniéndose interesantes resultados (Moisan et al.,
2001; Moisan et al., 2002; Purevdorj et al., 2003; Abramzon et al., 2006; Joaquin et al.,
2009; Zelaya et al., 2011; Hoffmann et al., 2013; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014;
Ziuzina et al. 2014; Ziuzina et al., 2015; Scholtz et al., 2015; Ben Belgacem et al., 2016;
Gabriel et al., 2016; Heaselgrave et al., 2016; Modic et al., 2017; Pignata et al., 2017;
Puligundla et al., 2017).

El plasma, cuarto estado de la materia, es una mezcla de especies reactivas que pueden ser
de oxigeno (ROS), como OH", Oz y O2" y moléculas excitadas; de nitrogeno (RNS) como
NO y NOs y moléculas excitadas; particulas cargadas (OH-, H2O*, electrones, etc.) y
fotones UV; bien conocidos por su potencial de descontaminacion frente a
microorganismos (Moisan et al., 2001, 2002; Purevdorj et al., 2003; Liao et al., 2017). El
plasma puede ser generado por diferentes métodos, incluyendo descarga de gases,
fotoionizacion, radiacion de calor y radiofrecuencia, siendo la descarga de gases el mas
comun. En este tipo de descarga, el plasma se obtiene cuando una fuente transfiere energia
al gas circundante y parte de las moléculas de gas son excitadas desde su estado basico

energético a un nivel de energia superior con una distribucion de electrones diferente
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(Moreau et al., 2005; Liao et al., 2017). La forma mas comun de generar plasmas es
mediante la aplicacién de un campo eléctrico a un gas neutro (Conrads y Schmidt, 2000).
Los electrones y iones son acelerados por el campo eléctrico y nuevas particulas cargadas
se producen cuando estas particulas chocan con atomos y moléculas en el gas o con las
superficies de los electrodos. Este proceso conduce a una avalancha de particulas cargadas
eventualmente equilibradas por pérdidas de cargas que resultan en un plasma en estado
estacionario. El plasma térmico se obtiene cuando los niveles de energia de los electrones y
de las especies pesadas son altos y cercanos entre si. El plasma se considera frio o no
térmico cuando la energia de los electrones es mas alta que la de las especies pesadas. Los
plasmas no térmicos se pueden obtener a presién atmosférica y son Utiles para tratar
materiales termosensibles que no pueden someterse a tratamiento en autoclave (Sladek et
al., 2007; Fridman, 2010; Mertens y Viol, 2010). Este tipo de plasma puede ser generado
por una descarga eléctrica usando diferentes gases como argon, helio y aire. Los
dispositivos comunes para la produccion de plasmas no térmicos incluyen descargas de
barrera dieléctrica (DBD), barrera resistiva (RBD), corona, luminica, radiofrecuencia
(RFD) vy jet a presion atmosférica. Hasta ahora, las DBD Yy jet son las méas estudiadas. La
DBD, también llamada descarga silenciosa, tiene la ventaja de producir plasma no térmico
estable y uniforme que trabaja a temperatura relativamente baja y a presion atmosférica. La
descarga jet requiere de un flujo auxiliar de gas para empujar la corriente fuera del area del
electrodo (Liao et al., 2017).

Las DBD se caracterizan por presentar por lo menos una capa aislante en el espacio entre
los electrodos que son conectados a una fuente de alta tension alterna. Cuando son operadas
a presion atmosférica, las DBD usualmente presentan una estructura filamentosa (Laroussi,
2002). Debido a la temperatura moderada que alcanzan las especies pesadas del plasma, las
DBD ofrecen ademas la posibilidad de tratar superficies sensibles al calor como tejidos
vivos (Ehlbeck et al., 2011). La descarga puede ser generada en el aire del ambiente 0 en un
gas que fluye a través de los electrodos. En un plasma no térmico producido por una DBD
en aire atmosférico, estan presentes un gran nimero de agentes reactivos. Las especies
reactivas mas significativas para la esterilizacion son el ozono, el oxigeno atomico, el

radical oxhidrilo y el radical Oxido nitrico, entre otros (Gaunt et al., 2006), pero el
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mecanismo de la inactivacion microbiana es un tema que todavia esta en discusion
(Laroussi et al., 2002; Gaunt et al., 2006; Cheng et al., 2016).

La descarga tipo jet que utilizamos, consta de dos electrodos concéntricos a través de los
cuales pasa el gas. Mediante la aplicacion de energia a un voltaje determinado, se enciende
la descarga de gases. El gas ionizado sale a través de una boquilla y se dirige al sustrato o
superficie a unos milimetros por debajo (Schutze et al., 1998). Los electrones libres son
generalmente acelerados mediante un campo eléctrico y colisionan con las moléculas
gaseosas. Estas colisiones inelasticas producen las especies activas, que salen por la
boquilla a velocidades altas. Las especies generadas pueden entonces reaccionar con la
superficie contaminada (Laroussi, 2002).

La mayoria de los trabajos que estudian el efecto del plasma sobre las células bacterianas se
realizaron con microorganismos planctonicos o esporas. Desde mediados de la década
pasada, se ha informado el uso del plasma para la erradicacion de biofilms (Becker et al.,
2005; Brelles-Marifio et al., 2005; Abramzon et al., 2006; Akishev et al., 2008, 2009).
Desde entonces, se ha publicado una cantidad creciente de investigaciones dirigidas a
entender la inactivacion de biofilms mediada por plasma y algunas de las contribuciones se
han centrado en biofilms de P. aeruginosa (Allesen-Holm et al., 2006; Zelaya et al., 2010,
2012; Alkawareek et al., 2012a; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2014,
2015; Mai-Prochnow et al., 2015; Gabriel et al., 2016; Lunov et al., 2016; Ben Belgacem et
al., 2016; Modic et al., 2017).

Se han utilizado varios enfoques para inactivar los biofilms de Pseudomonas, incluyendo el
uso de diversos compuestos, tales como agentes antimicrobianos (Tanaka et al., 2000;
Gillis y Iglewski, 2004), quelantes (Banin et al., 2005), furanona y N-acil homoserina
lactonas (Davies et al., 1998; Hentzer et al., 2002) y modificacion de superficies (Balazs et
al., 2004; Bryers y Ratner, 2004). El objetivo de este capitulo fue evaluar una fuente de
plasma recientemente desarrollada, que opera en aire, sobre biofilms de P. aeruginosa. Se
probaron dos dispositivos de generacion de plasmas en aire: DBD vy jet. Se selecciond el

dispositivo DBD para trabajar y se demostré su utilidad para la inactivacion del biofilm.
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Ademas, con el fin de empezar a dilucidar algunos de los mecanismos de accion del plasma
sobre la erradicacion de biofilms, se evalud el efecto de la radiacion UV del plasma sobre
los biofilms de P. aeruginosa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo, medio de cultivo y crecimiento del biofilm

Todos los experimentos se llevaron a cabo con P. aeruginosa cepa PAO1 y el medio de
cultivo AB como se describe en el Capitulo 1 seccion 2.1. Para el crecimiento del biofilm
se escogieron las mejores condiciones que condujeron a un biofilm robusto evaluadas en el
Capitulo 1 del presente trabajo. La mejor formacion de biofilm se obtuvo en acero
inoxidable, medio minimo AB y cultivo continuo. La inoculacion del reactor y las

condiciones de crecimiento del biofilm se describen en el Capitulo 1 secciones 2.2y 2.3.

2.2 Seleccidn del dispositivo de generacion de plasma

Se probaron dos dispositivos de plasma generado en aire, uno tipo DBD vy otro tipo jet,
ambos desarrollados en el Instituto de Fisica del Plasma (INFIP) de la Universidad de
Buenos Aires. Posteriormente, y basandose en los resultados obtenidos, se selecciond s6lo

uno de los dispositivos, el DBD, para tratar los biofilm de P. aeruginosa.

Para determinar si el flujo de aire en los dispositivos (sin generacion de plasma) producia
inactivacion de las células del biofilm por simple desecacion, se expuso el biofilm al flujo
de aire circundante y humidificado, a diferentes distancias del aplicador de plasma al
biofilm y diferentes flujos de aire. Posteriormente, se removio el biofilm de la superficie del
cupdn como se indica en 2.4. y se evalu6 la formacién de unidades formadoras de colonias
(UFC) alas 24 hs.
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2.2.1 Dispositivo de plasma de descarga de barrera dieléctrica (DBD)

Se produjo plasma de descarga de gas a presion atmosférica usando una configuracion
DBD, consistente en dos electrodos axiales y una doble barrera dieléctrica. Un esquema del
dispositivo experimental se muestra en la Figura 1. El electrodo interior consiste en un hilo
de hierro de 1 mm de didmetro dentro de un tubo capilar de vidrio de 6 mm de didmetro
externo, sellado en la punta. El electrodo exterior consiste en una ld&mina de aluminio de 25

mm de longitud unida a un tubo de acrilico de 1 mm de grosor y de 10 mm de diametro.
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Figura 1. Esquema e imagen del dispositivo de plasma de descarga de barrera dieléctrica

(DBD). Se muestran los electrodos axiales y la doble barrera dieléctrica.

2.2.2 Dispositivo de plasma de descarga jet

El dispositivo jet utilizado consta de dos electrodos de acero con una perforacion central de
1 mm de didmetro a través de la cual fluye el gas de operacion. Los electrodos son discos
de acero inoxidable de 20 mm de didmetro y 3 mm de espesor, separados por una capa
dieléctrica de teflon de 1 mm de espesor y una perforacién central de 3 mm (Figura 2). La
descarga eléctrica se produce en la region entre los dos electrodos que no esta cubierta por
el aislante. La inyeccion de aire a través de la perforacion central da lugar a una pluma de

plasma no confinada.
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Figura 2. Esquema e imagen del dispositivo de plasma jet. En la imagen de la derecha se
observa un dedo en contacto con el jet de plasma, ya que el plasma es no térmico y no dafia

tejido humano.

Para ambos dispositivos, la fuente de alimentacién de corriente alterna fue un
transformador comercialmente disponible para luz de neon (8 kV, 70 mA y 50 Hz). Dicha
fuente se conectd a un autotransformador variable (Variac) para controlar la amplitud del
voltaje de funcionamiento. Ambas descargas funcionaron con una fuente de alimentacion a
un voltaje maximo de 8 kV (amplitud de voltaje en circuito abierto). Cada electrodo estaba
conectado a una de las dos salidas del transformador de alta tension y estaba desfasado del
otro (16 kV entre los electrodos) (Figura 3).

Variac ki

Transformador

Salidas del
transformador
conectadasa
electrodos

Cupébncon
biofilm
Flujo de aire

Figura 3. Transformador conectado a autotransformador variable (Variac), electrodos
conectados las salidas del transformador, alimentacion del flujo de aire y cupon con

biofilm.
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2.3 Caracterizacion de la descarga

La descarga se realizd en tres condiciones: 1) aire ambiental circundante, 2) flujo de aire sin
humidificar de 1 L/min y 3) flujo de aire humedecido de 1 L/min. La humedad relativa del
aire fue de aproximadamente 60 + 5%, 32 + 5% y 80 + 5% en las tres condiciones citadas,

respectivamente.

El voltaje se midi6 con una sonda de alto voltaje (Tektronix 1000X 3.0pF 100 MQ)
conectada al electrodo interno. Las mediciones de corriente se realizaron con un
transformador (Bergoz CT-D5.0-B). Las sefiales eléctricas se registraron con un
osciloscopio de digitalizacién de dos canales con un ancho de banda de 60 MHz y una
velocidad de muestreo de 1 Gs/s. El espectro de emision dptico de la descarga se obtuvo
con un espectrografo (Horiba iHR320) equipado con un detector CCD (dispositivo de carga
acoplada, sigla del inglés “charge-coupled device™). Se analizd el espectro y se determind
la temperatura de rotacion utilizando las transiciones positivas de la segunda linea del Na.
El software SPECAIR se utilizd para modelar el espectro de emision Optico y para la
determinacion de la temperatura de rotacion mediante comparacién entre el modelo y el

espectro experimental (Laux et al., 2003).

2.4 Tratamiento con plasma

Los biofilms de P. aeruginosa crecidos sobre cupones de acero inoxidable en medio AB, se
sometieron al tratamiento de plasma generado con el dispositivo seleccionado, durante
diferentes tiempos de exposicion (1, 3, 5, 15 y 30 min) bajo condiciones estériles. Se
incluyé un control sin tratamiento con plasma (tiempo de exposicion de 0 min). Los
cupones se colocaron en una camara hiimeda después del tratamiento y se incubaron con 35
uL de solucion fisioldgica durante 10 min. Los biofilms fueron despegados por raspado con
espatula estéril y suspendidos en 1 mL de soluciéon fisiologica. Se realizaron diluciones
seriadas y se sembraron por duplicado 100 pL de cada suspension en medio solido AB. Las
placas se incubaron a 37 °C y se evalud la formacién de unidades formadoras de colonias

(UFC) por recuento de las mismas. Se realizaron curvas de supervivencia (log de UFC/mL
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versus tiempo de exposicion a plasma) y se determind el tiempo de reduccion decimal
(valor D). El valor D es el tiempo requerido para reducir una concentracioén original de
microorganismos en un 90% (o una unidad logaritmica). En la Figura 4 se muestra un

esquema del procedimiento.

Crecimiento Lavado de células Secado del
del biofilm no adheridas biofilm

EN

Incubacion y Raspado del Tratamiento con
conteode UFC biofilm plasma

Figura 4. Proceso del tratamiento del biofilm de P. aeruginosa con plasma DBD.

Una vez seleccionada la fuente DBD como dispositivo de generacion de plasma, el
aplicador se dispuso de forma que la descarga de plasma se encontrara a 1 o 4 mm del
biofilm. Se probaron dos condiciones de operacion: descarga generada utilizando 1) aire
ambiental circundante a 1 y 4 mm de distancia del aplicador y 2) aire humidificado a un
flujo de 1 L/min a 4 mm del aplicador. La humedad relativa del aire ambiental circundante
fue de 60 + 5% y del flujo de aire humidificado de 80 = 5 %. Se utiliz6 un compresor de
120 L para lograr un flujo de aire constante. El aire se humedeci6 pasdndolo a través de un
humidificador con agua destilada y se determind el flujo de aire usando un medidor de flujo
comercial. La humedad se determind con un higrometro analdgico (Luft48HIG-DH) a la
salida del aplicador de plasma. La temperatura que alcanzé la superficie del cupon se

evalud con una termocupla.
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2.5 Efecto de la radiacion UV del plasma sobre el biofilm

Para evaluar el rol de la radiacion UV presente en el plasma sobre la erradicacion de los
biofilms de P. aeruginosa, éstos fueron sometidos al tratamiento de plasma generado con el
dispositivo seleccionado, durante diferentes tiempos de exposicion (1, 3, 5, 15 y 30 min) de
la misma manera que se describi6 en la seccion 2.4, utilizando una ventana de cuarzo de 3
cm de diametro y 2.5 mm de espesor que permitiera solo el paso de los fotones UV
emitidos a mas de 200 nm y no de los demas agentes reactivos del plasma. La ventana de
cuarzo se dispuso a la salida del dispositivo y a unos 4 mm del biofilm. Una vez tratados
los biofilms con la luz UV del plasma, se procedié a realizar una curva de supervivencia y a

determinar el valor D como se describe en la seccion 2.4

2.6 Analisis estadistico

Se realiz0 andlisis de varianza (ANOVA). La normalidad se contrastd mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad por el test de Levene. La comparacion entre
medias se realizd mediante el test de Tukey (a=0.05). Se utiliz6 el software STATISTICA
de la compafiia Statsoft® (Copyright © StatSoft, 2011). Se realizaron cuatro experimentos
independientes y cada uno por duplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccion del dispositivo de plasma

Para descartar los efectos del flujo de aire sobre los biofilms, se realizaron experimentos
preliminares para comparar el biofilm tratado con plasma con el biofilm expuesto a un flujo
de aire en ausencia de plasma (fuente de plasma apagada). Utilizando aire sin humidificar,
el dispositivo jet causd una disminucion en el nimero de UFC entre el 86 y 93 %, y con
aire humidificado entre el 55 y 72 %. Dado que los resultados obtenidos con este

dispositivo operando en aire sin descarga de plasma mostraron un gran descenso en el
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numero de UFC/mL debido al simple efecto de desecacion producido por el flujo de aire y

no por el plasma, se descarté este dispositivo para la continuacion de los estudios.

Para el dispositivo DBD, en aire no humidificado la disminucion en las UFC fue
aproximadamente del 23 % y de solo 6 % para aire humidificado a un flujo de 1 L/miny
una distancia de 4 mm. Por lo tanto, se seleccion0 el dispositivo plasma DBD generado en
aire humidificado para realizar todos los experimentos sobre el biofilm y asi asegurar que la
inactivacion celular se debe al tratamiento con plasma y no al excesivo secado de las

células por el flujo del aire.

3.2 Caracterizacion de la descarga

Se caracteriz6 la descarga del dispositivo DBD seleccionado para continuar con los
experimentos de erradicacion del biofilm. Las sefiales eléctricas tipicas de corriente (I) y
tension (V) aplicadas al electrodo interior y tomadas durante la descarga se muestran en la
Figura 5. La sefial eléctrica de tension tuvo una amplitud de 8 kV y una frecuencia de 50
Hz correspondiente a la frecuencia de linea. La sefial eléctrica de la corriente de descarga
tuvo un namero de impulsos de corriente de alrededor de 10 mA y duraciones de ~ 20 ns,
que se superponen a la corriente de desplazamiento casi insignificante de ~ 0.01 mA en
amplitud. Estas sefiales eléctricas 1-V fueron caracteristicas de una descarga DBD con
estructura filamentosa y se observaron las mismas caracteristicas para las tres condiciones
de descarga ensayadas (aire ambiental circundante, flujo de aire sin humidificar de 1 L/min
y flujo de aire humedecido de 1 L/min).
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Figura 5. Sefales eléctricas de tension (kV) y corriente (mA) de la descarga de plasma
DBD.

La Figura 6 muestra el perfil de emision simulado y experimental de la banda del segundo
sistema positivo del N2 entre 305 y 345 nm. La determinacion del mejor ajuste entre el
espectro experimental y el espectro calculado con el software SPECAIR proporciona la
temperatura de rotacion que es una estimacion de la temperatura del gas en la regién entre
electrodos (Staack et al., 2006). Se obtuvo una temperatura consistente con plasmas no
térmicos en equilibrio, donde el gas es relativamente frio en comparacion con los electrones
gue estan a aproximadamente 1 eV (11327 °C) ( Walsh y Kong, 2007). Se determiné que la
temperatura de rotacion fue de 27°C, correspondiente a la temperatura del gas en la regién
entre electrodos (Staack et al., 2006). Sin embargo, la temperatura que el gas alcanz6 en la
superficie del cupdn bajo todas las condiciones ensayadas fue de 30 + 2 °C, segun lo
determinado por la termocupla. Por lo tanto, la temperatura no fue responsable de la

inactivacion del biofilm.

95



N,(C’11,-B’M )[0-0]

Experimental
ffffff Simulation

o
[00)
1

Nz(Canu-Bsng)[O-ﬂ

v

Intensity [a.u.]
o
~

N,(C’n-B’n )[0-2]

0.0- : . — L L

320 340 360 380
Wavelength [nm]

Figura 6. Espectros experimentales (linea continua) y simulaciones espectrales de software

SPECAIR (linea punteada) de las transiciones positivas de la segunda linea del No.

3.3 Curvas de supervivencia y cinética de inactivacion

Todos los ensayos de exposicion del biofilm al plasma se llevaron a cabo utilizando el
dispositivo DBD. Se realizaron las descargas usando dos condiciones: aire ambiental

circundante y aire humidificado de 1 L/min.

Las curvas de supervivencia de los biofilms de P. aeruginosa crecidos en medio minimo
AB sobre cupones de acero inoxidable y tratados con plasma generado en aire ambiental
circundante se muestran en la Figura 7. Para ambas distancias entre el aplicador de plasma
y la muestra (1 y 4 mm), se presenté mayor disminucion de UFC/mL a mayor tiempo de
exposicion al plasma, sin presentarse diferencias significativas entre ambas. Los biofilms

fueron completamente erradicados después de un tratamiento de 15 min.
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Figura 7. Curva de supervivencia de biofilm de P. aeruginosa tratado con dispositivo DBD
de plasma en aire ambiental circundante durante diferentes tiempos de exposicion. Fuente
de plasma localizada a 1 o0 4 mm de la superficie de la muestra (linea continua y punteada,
respectivamente). Las barras de error representan el error estindar de la media. Los

resultados son el promedio de 4 experimentos independientes, cada uno por duplicado.

Como no hubo diferencias significativas en la concentracion de células cultivables
sobrevivientes luego del tratamiento con plasma para las dos distancias, se eligié una
distancia de 4 mm para los experimentos con aire humidificado, debido a razones practicas

operativas (mas facil manipulacion).

La Figura 8 muestra la curva de supervivencia de los biofilms de P. aeruginosa tratados
con plasma operando con aire humidificado a un flujo de 1 L/min. Como en el caso
anterior, se presentd mayor disminuciéon de UFC/mL a mayor tiempo de exposicion al

plasma.
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Figura 8. Curva de supervivencia de biofilm de P. aeruginosa tratado con dispositivo DBD
de plasma en aire humedecido a un flujo de 1 L/min. Las barras de error representan el

error estdindar de la media. Los resultados son el promedio de 4 experimentos

independientes, cada uno por duplicado.

Los graficos muestran que los biofilms de P. aeurginosa fueron completamente erradicados
después de un tratamiento de 15 min con plasma ambiental circundante y humidificado,
resultando en una disminuciéon de UFC/mL de 5.6 unidades logaritmicas (> 99,999% de
eficacia letal) (Figuras 7 y 8). Para una exposicion de 3 min al plasma generado en aire
ambiental circundante se determind una disminucidon de UFC/mL de 1.6 unidades
logaritmicas, mientras que para el mismo tiempo de exposicion al plasma usando aire
humedecido se determin6 una disminucion de 2.7 unidades logaritmicas. Estos resultados
demuestran que el aire humedecido inactiva los biofilms mas rdpidamente que el aire
ambiental circundante. Se reportaron disminuciones de 5.50, 6.88 y 4.20 en el numero de
unidades logaritmicas de UFC/cupon para biofilms de Escherichia coli O157:H7
(ATCCA438), Cronobacter  sakazakii (ATCC29004) 'y  Staphylococcus  aureus
(KCCM40050), respectivamente, tratados durante 90 minutos con una fuente de plasma
DBD sumergida en agua que operaba en aire seco (Khan et al., 2016). Ademas, se reportod
una reduccion de 5.8 logio para los biofilms de P. aeruginosa tratados con plasma de O2-N»
durante 60 minutos (Ben Belgacem et al., 2016). Por lo tanto, nuestra metodologia

proporciona una buena eficacia de erradicacion con exposiciones mas cortas al plasma.
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En la Figura 9 se presenta un registro fotografico de las placas de Petri en las que se
observa una disminucion de las UFC/mL del biofilm de P. aeruginosa tratado con plasma
durante diferentes tiempos de exposicion. Todas las placas se sembraron de una dilucion del

inoculo de 107" en medio s6lido AB y se incubaron a 37 °C durante 24 hs.

Figura 9. UFC provenientes del biofilm de P. aeruginosa sin tratamiento con plasma (A) y

tratado con dispositivo DBD de plasma durante 1 (B), 3 (C), 5 (D), 15 (E) y 30 min (F).

Una buena medida de la eficiencia de eliminacion es la determinacion del valor D, el
tiempo requerido para reducir una concentracién original de microorganismos en un 90%.
Este parametro ha sido originalmente definido para la muerte térmica de microorganismos
en autoclave. Para el plasma generado en aire ambiental circundante, los resultados
muestran una cinética de una sola pendiente, con una disminucion constante de UFC/mL y
con un valor D de 2.78 + 0.14 min para la distancia de 1 mm y de 2.49 + 0.38 min para 4
mm (Figura 10). La cinética de una sola pendiente fue reportada recientemente por Ziuzina
y colaboradores (2015) para biofilms de Listeria monocytogenes tratados con plasmas frios
atmosféricos producidos en configuracion DBD.
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Figura 10. Linea de tendencia y ecuacion del grafico de la curva de supervivencia de
biofilms de P. aeruginosa tratados con plasma generado en aire ambiental circundante.
Fuente de plasma localizada a 1 0 4 mm de la superficie de la muestra (grafica superior e

inferior respectivamente). Las barras de error representan el error estdndar de la media.

Para el plasma generado en aire humidificado, la curva de supervivencia muestra una
cinética tipica de doble pendiente (Figura 11). Por lo tanto, se determinaron dos valores de
D, uno para los tiempos de exposicion cortos (D1) de 1.47 £ 0.28 min y otro para la porcidén

de la curva con un descenso mas lento (D2) de 4.36 £ 0.63 min.

100



6.0 D1

-l
e 4.0 -
O
LL
-
2 20 -
3 y = -0.923544968x + 5.712273058
R2 = 0.994083284
OO T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Tiempo de exposicion (min)
4.0 D2
-
£ 30
o
L y = -0.238143457x + 3.640885209
= 20 - R2 = 0.999643822
(@)
-
1.0 -
0.0 T T T T T

3 5 7 9 11 13 15
Tiempo de exposicion (min)
Figura 11. Linea de tendencia y ecuacion del grafico de la curva de supervivencia de
biofilms de P. aeruginosa tratados con fuente DBD de plasma en flujo de aire humedecido
de 1 L/min. Pendiente para tiempos de exposicion cortos y largos (graficas superior e

inferior respectivamente). Las barras de error representan el error estdndar de la media.

La cinética de doble pendiente podria explicarse considerando que el plasma inactiva en
primer lugar a las células mas expuestas o mas susceptibles del biofilm, requiriéndose luego
mayores tiempos de exposicion para erradicar a las células menos expuestas o a los
microorganismos persistentes. Esta cinética de inactivacion es similar a resultados
previamente descritos (Zelaya et al., 2010, 2012). Vandervoort y Brelles-Marifio (2014)
informaron cinética de doble pendiente para biofilms de P. aeruginosa crecidos en cupones
de borosilicato en cultivo continuo. Estos autores informaron valores D de 27 seg (D1) y
6.13 min (D). Zelaya y colaboradores (2010) y Alkawareek y colaboradores (2012b),

informaron cinética de doble pendiente para el biofilm de P. aeruginosa crecido en batch,
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aunque no calcularon valores D. En el trabajo de Alkawareek y colaboradores (2012b), se
utilizd un plasma jet operado en una mezcla de gases de 0.5 % oxigeno y 99.5 % helio y
flujo de 2 L/min y se obtuvo una completa erradicacion del biofilm a los 10 min de

exposicion.

El valor D correspondiente a los biofilms tratados con plasma generado en aire ambiental
circundante es casi el doble de D obtenido para los biofilms tratados con plasma en aire
humedecido (Figuras 10 y 11). La diferencia podria deberse a mayor presencia de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno y a ozono en el plasma en aire humedecido. Purevdorj y
colaboradores (2003) estudiaron la muerte mediada por plasma de Bacillus pumilus,
formador de esporas. En este caso, la mortalidad de esporas vari6 dependiendo de la
composicion del gas de alimentacion y fue mayor con el plasma de aire humedecido, lo que
sugiere que la inactivacion puede ocurrir a través de radicales oxhidrilos generados a partir

de moléculas de agua.

Ziuzina y colaboradores (2014), trataron un biofilm de P. aeruginosa ATCC27853 directa e
indirectamente con plasma DBD generado en aire y reportaron que después de 5 min de
tratamiento no se presentd recuento de UFC/mL pero si actividad metabolica. En nuestro
trabajo fue necesaria una exposicion de 15 min al plasma para no observar células en el
medio agarizado. Las diferencias en los tiempos necesarios de exposicion al plasma para la
completa erradicacion del biofilm pueden deberse a la cepa utilizada, a la configuracion del
dispositivo de generacion de plasma o la metodologia empleada. En el trabajo de Ziuzina y
colaboradores (2014), se utilizd un biofilm crecido durante 48 hs en placas de 96 pocillos y
luego del tratamiento con plasma, el biofilm fue sometido a un post-tratamiento
conservandolo a temperatura ambiente durante 24 hs. Ademas, las muestras fueron tratadas

dentro de recipientes de polipropileno sellados.

Vandervoort y Brelles-Marifio (2014) reportaron una mayor disminucion en el porcentaje
de células viables del biofilms de P. aeruginosa cultivados en continuo, al tratarlas durante
5 min con un jet de plasma. La mayor parte de la inactivacion ocurri6 durante una

exposicion de biofilm al plasma de menos de 1 min. Gabriel y colaboradores (2016),
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establecieron la eficacia de un jet de plasma a presion atmosférica sobre biofilms de P.
aeruginosa crecidos sobre dos tipos de acero inoxidable (316 y 304) con tres acabados
diferentes (superficie pulida lisa, con lineas de pulido y sin pulir). Los valores D para el
acero inoxidable 316 oscilaron entre 2.53 seg (lisa) y 3.16 seg (sin pulir); mientras que para
el 304 oscilaron entre 1.95 seg (con lineas de pulido) y 3.27 seg (sin pulir). La eficacia
antimicrobiana observada la atribuyeron a la generacion de especies reactivas de oxigeno, a
los rayos UV y al aumento rapido de la temperatura dentro de los 15 seg del tratamiento
(temperatura final de 143.42 °C y 174.05 °C, para 316 y 304 respectivamente). En este
mismo trabajo, en ausencia de calentamiento, el valor D fue del16.45 seg (temperatura de
42.3 °C después de un tiempo de tratamiento de 90 seg). Sin embargo, estos autores
incuban el indculo bacteriano durante s6lo cuatro horas y, aunque tuvieran un biofilm y no
una capa de células unidas, es mas facil remover una estructura joven comparada con un

biofilm maduro.

Ben Belgacem y colaboradores (2016), desarrollaron un prototipo que genera plasma no
térmico dentro de una bolsa sellada. Evaluaron la eficacia de dos plasmas producidos a
partir de mezclas de oxigeno y nitrogeno (5 % O2y 95 % Nz; 0 15 % de O2 y 85 % Nz) en
biofilms de P. aeruginosa crecidos en discos de una aleacion de titanio revestida con
hidroxiapatita. Obtuvieron un efecto bactericida después de un tratamiento de 60 min
independientemente de las mezclas de gases, pero no observaron erradicacion total del
biofilm. También reportaron una cinética de doble pendiente, para las dos mezclas de gases
utilizadas y obtuvieron una reduccion rapida de la viabilidad bacteriana los primeros 30
min con una reducciéon mas lenta hasta los 60 min. Sin embargo, cualquiera que sea el
porcentaje de oxigeno en el plasma, el efecto bactericida no condujo a una reduccion total

de la viabilidad bacteriana.

Modic y colaboradores (2017) evaluaron un sistema de plasma de descarga de barrera
superficial generado en aire bajo dos condiciones de descarga diferente, una que favorecio
la produccion de RNS y otra la de ROS. Este grupo de trabajo tratd biofilms de 24 hs de
Staphylococcus aureus y P. aeruginosa con plasma en condiciones que favorecieron las

RNS y observaron que los biofilms de P. aeruginosa fueron erradicados a los 15 seg de

103



exposicion. Al tratar los mismos biofilms con plasma en condiciones que favorecieron las

ROS, P. aeruginosa mostré una mayor supervivencia, siendo inactivada a los 120 seg.

Se han reportado varios trabajos de inactivacion por plasma de biofilms de P. aeruginosa, la
mayoria utilizando dispositivos jet y gases inertes. También se ha informado el uso de
plasma DBD para la inactivacion de biofilms, entre ellos de P. aeruginosa. Los resultados
de cada trabajo muestran una eficiencia de inactivacion diferente, que va desde pocos
segundos hasta horas de exposicion al plasma. Estas diferencias pueden deberse a las cepas,
a las configuraciones de los dispositivos de plasma, al gas utilizado o la metodologia
empleada. Es importante sefialar que la mayoria de los trabajos previos se llevaron a cabo
utilizando dispositivos de plasma comercialmente disponibles y que en muchos casos

funcionan con gases costosos.

En la Figura 12 se muestra la curva de supervivencia de los biofilms tratados con la
radiacion UV del plasma operando con aire humidificado a un flujo de 1 L/min. Se presento
una disminucion poco pronunciada de UFC/mL hasta los 5 min de exposicion a la luz UV,
haciéndose ain mas lenta a partir de ese tiempo de exposicion, aunque sin alcanzar la
erradicacion del biofilm. Esta disminucién inicial lenta posiblemente se deba a que la
profundidad de accion de los fotones UV se limita a una capa de un micrometro (Laroussi y
Leipold, 2004). Para la primera porcion de la curva (hasta los 5 min de tratamiento con
plasma), se encontré un valor D de 5.03 + 0.73 min, lo que refleja una inactivacion mas
lenta. La comparacion de los resultados de la presente curva y de la curva mostrada en la
Figura 8, obtenida en las mismas condiciones pero sin el uso de la ventana de cuarzo,
muestra que la contribucion de la radiacion UV a la inactivacion del biofilm es importante.
En el tratamiento con plasma obtenido en aire humidificado se obtuvo un descenso en las
UFC/mL de 5.6 unidades logaritmicas, lo cual representd mas de un 99.999% de eficacia
letal, en tanto que en el tratamiento s6lo con radiacion UV el descenso de UFC/mL fue de
2.9 unidades logaritmicas y 47.06% de eficacia letal, lo cual indica una importante

contribucidn de la radiacion UV a la inactivacion del biofilm.

104



Log UFC/mL
o Bk N W A~ O O N

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de exposicion (min)

Figura 12. Curva de supervivencia de biofilm de P. aeruginosa tratado con la radiacion UV
generada por el dispositivo DBD de plasma en aire humedecido a un flujo de 1 L/min. Las
barras de error representan el error estandar de la media. Los resultados son el promedio de

al menos 4 experimentos independientes, cada uno por duplicado.

Algunos autores han propuesto que la inactivacion microbiana mediada por plasma se debe
en parte al dafio del ADN inducido por la luz UV presente en el plasma. La energia de los
fotones de la luz UV es absorbida principalmente por los 4cidos nucleicos, lo que puede
resultar en formacion de dimeros de timina y citosina en la cadena de ADN y dafiar
gravemente la capacidad replicativa de las bacterias (Boudam et al., 2006; Moisan et al.,
2002; Moreau et al., 2000). Por otro lado, otros autores encontraron que la radiacion UV
del plasma no es el agente microbicida dominante en la erradicacion de biofilms (Laroussi
et al., 2005; Machala et al., 2010; Pavlovich ef al., 2013). Estos autores propusieron que la
luz UV y los demas agentes activos en el plasma producen un efecto antimicrobiano en
sinergia con el resto de los agentes reactivos. En nuestro caso, la radiacion UV represento
un aporte importante a la inactivacion de los biofilms, lo que nos permitiria pensar que en
nuestra descarga plasma se estan generando cantidades importantes de fotones UV. Se ha
propuesto que la radiacion UV producida por los plasmas a presion atmosférica desempefia
un papel bactericida si se producen fotones en la region UVC (220-280 nm) o UV al vacio
(Heise et al., 2004). La radiaciéon UVC proviene tipicamente del sistema y del NO, que se
forma en plasmas de aire a altas potencias y donde se generan los radicales O y N. Las

radiaciones UVC y UV al vacio también se producen parcialmente en descargas generadas
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en Ar o en agua (Heise et al., 2004; Laroussi y Leipold, 2004; Ma et al., 2008; Machala et
al., 2010). La radiacion UVA y UVB también pueden generar dafios sobre las células. La
UVA (320 a 400 nm) se ha relacionado con dafios directos sobre las proteinas y las
membranas celulares y dafios indirectos sobre el ADN al generar ROS por fotooxidacion
del O2; y la UVB (290 a 320 nm) es absorbida directamente por el ADN creando dimeros
de pirimidina y fotoproductos (Elasri y Miller, 1999).

4. CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que la fuente DBD de plasma desarrollada y que opera en aire
es una herramienta 1til para la inactivacion del biofilms de P aeruginosa crecidos en
cupones de acero inoxidable, cultivo continuo y medio minimo. Informamos una cinética
de inactivacion similar a los resultados previamente descritos. El plasma de aire
humedecido a un flujo de 1 L/min result6 en una inactivacion mas rapida del biofilm que el
plasma de aire ambiental circundante. Ademas, se encontrd que la luz UV generada en el
plasma representa un aporte importante a la inactivacion de los biofilms. Nuestro
dispositivo DBD, desarrollado en el INFIP, representa una fuente de plasma economica, ya

que al utilizar aire como gas de trabajo no depende del uso de gases costosos.
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EFECTOS DEL PLASMA FRIO A PRESION ATMOSFERICA SOBRE LA
FISIOLOGIA CELULAR DE BIOFILMS DE Pseudomonas aeruginosa

RESUMEN

Los mecanismos de inactivacion de biofilms mediados por plasma no han sido
completamente dilucidados y documentados. Los principales mecanismos reportados
incluyen alteraciones en la integridad de la membrana celular, destruccion de las EPS,
células y componentes celulares, reduccién del espesor del biofilm, y pérdida de
cultivabilidad y actividad metabdlica de las células. En el Capitulo 2 se presento el efecto
de una fuente DBD coaxial de plasma recientemente desarrollada que opera en aire, sobre
biofilms de P. aeruginosa crecidos sobre cupones de acero inoxidable, medio AB y cultivo
continuo. Se determino que los biofilms fueron erradicados después de un tratamiento de 15
min con plasma. El objetivo del presente capitulo fue estudiar los efectos del plasma sobre
la fisiologia del biofilm y para ello se determind la viabilidad y la virulencia de las células
del mismo después del tratamiento. Al realizar el test de viabilidad celular, tanto en el
control sin tratamiento como en los biofilms tratados con plasma se observd fluorescencia
predominantemente roja, tedéricamente correspondiente a células muertas, a pesar de que se
esperaba que las células del biofilm control estuvieran en su mayoria vivas (fluorescencia
verde). Como uno de los componentes de la matriz del biofilm es ADN extracelular
(eDNA) y el colorante yoduro de propidio se intercala en la estructura de doble hélice del
ADN, se formulo la hipotesis de que el color rojo observado en la tincion del control, no se
debia a células muertas sino a la presencia de eDNA. Por lo tanto, se realizd un tratamiento
con ADNasa seguido de la tincién de viabilidad y se observd, tal cual se esperaba,
fluorescencia verde en el biofilm control. Posteriormente, se llevaron a cabo los
tratamientos con plasma, seguidos de degradacion enzimatica del ADN extracelular. Se
encontrd que, a los 15 min de exposicion al plasma, aungque no hay conteo de UFC aln hay
células viables y fueron necesarios 30 min de exposicion para que se perdiera la viabilidad.
Para evaluar virulencia, se inyectd la vena central de hojas de lechuga con una suspension
de bacterias tratadas con plasma y se evalud necrosis del tejido vegetal. A los 15 min de

exposicion al plasma se observo dafio en las hojas de lechuga, por lo cual se concluyé que
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las bacterias retenian virulencia a pesar del tratamiento; y a los 30 minutos de exposicion,
no se presentd dafio en el tejido vegetal. Nuestros resultados indican que es necesario
realizar experimentos de viabilidad antes de concluir que el plasma erradica los biofilms
basadndose unicamente en la cultivabilidad celular y demuestran, ademas, la abundancia del

ADN extracelular en la matriz del biofilm.

1. INTRODUCCION

La composicion extracelular de los biofilms bacterianos es muy compleja y depende de la
genética microbiana y del ambiente en el que crecen las bacterias y en el que la matriz se
desarrolla (Costerton et al., 1995; Montanaro et al., 2011). Inicialmente se consideré que
las EPS estaban compuestas de polisacaridos extracelulares; luego se encontrd que la matriz
extracelular del biofilm incluye lipopolisacéridos, glicolipidos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Costerton et al., 1999; Flemming et al., 2007; Flemming y Wingender, 2010).
Recientemente se ha demostrado la importancia del eDNA, en la estructura y conexion
célula-célula dentro de los biofilms. Inicialmente, su presencia se observo en biofilms de P.

aeruginosa, S. intermedius, S. mutans, E. faecalis y staphylococci (Montanaro et al., 2011).

Los plasmas no térmicos a presion atmosférica han evolucionado rapidamente como
tecnologia para la descontaminacidén microbiana, cicatrizacion de heridas y alternativa para
aplicaciones biomédicas, incluyendo terapia del cancer, desarrollo de nuevos farmacos y
tratamiento de enfermedades infecciosas y no infecciosas (Keidar et al., 2011; Alkawareek
et al., 2012; Keidar et al., 2013; Bourke et al., 2017). Los biofilms son objeto de extensas
investigaciones ya que muestran una mayor estabilidad mecanica y resistencia a
antimicrobianos que las células planténicas. Desde hace mas de una década se investiga la
inactivacion de biofilms mediada por plasma (Becker et al., 2005; Abramzon et al., 2006,
Allesen-Holm et al., 2006; Vandervoort et al., 2008, Joaquin et al., 2009, Zelaya et al.,
2010, 2012; Alkawareek et al., 2012a; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014; Ziuzina et al.,
2014, 2015; Mai-Prochnow et al., 2015; Gabriel et al., 2016; Lunov et al., 2016; Ben
Belgacem et al., 2016; Modic et al., 2017). La capacidad de los plasmas no térmicos para
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reaccionar con diversas macromoléculas como el ADN, lipidos y proteinas y los
mecanismos de inactivacién microbiana se han reportado para células en vida libre (Gaunt
et al., 2006; Ma et al., 2008; Dobrynin et al., 2009; Alkawareek et al., 2012; Liao et al.,
2017); mientras que para los biofilms no han sido completamente dilucidados y
documentados. Los principales mecanismos informados para la inactivacion de biofilms
mediada por plasma incluyen alteraciones en la integridad de la membrana celular,
destruccion de las EPS, células y componentes celulares, reduccion del espesor del biofilm
y disminucién de la cultivavilidad y actividad metabolica de las células (Vandervoort et al.,
2008; Joaquin et al., 2009; Zelaya et al., 2012; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014;
Ziuzina et al., 2014, 2015; Khan et al., 2016).

En el Capitulo 2, se present6 una fuente DBD coaxial de plasma de aire para el tratamiento
de biofilms de P. aeruginosa crecidos sobre cupones de acero inoxidable, medio AB y
cultivo continuo y se determind la curva de supervivencia del biofilm a diferentes tiempos
de exposicion al plasma. Los biofilms fueron erradicados después de un tratamiento de 15
min con plasma, tiempo de exposicion para el cual no se observo crecimiento de UFC. El
recuento de colonias en un medio agarizado no tiene en cuenta que las células pueden
seguir viables, y hasta conservar la virulencia, aunque no den crecimiento de colonias luego
del tratamiento. Las células pueden entrar en un estado de dormancia llamado viable-pero-
no-cultivable (VBNC, sigla del inglés “Viable-But-Non-Culturable) en respuesta al estrés
ambiental. Este mecanismo de supervivencia ha sido reportado para muchas bacterias gram
negativas (Ap y Jd, 2004; Oliver, 2005, 2010), y se ha propuesto como posible mecanismo
para biofilms tratados con plasma (Joaquin et al., 2009; Zelaya et al., 2010; Vandervoort y
Brelles-Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2014, 2015). Otra de las hipotesis propuestas es que el
plasma dafia la pared celular, produciendo esferoplastos mas pequefios que la célula de la
cual derivan, que no son cultivables pero que todavia estan viables y conservan una
membrana celular intacta (Joaquin et al., 2009). Para determinar la viabilidad de las células
después del tratamiento con plasma es necesario hacer estudios complementarios de
microscopia de fluorescencia o de estimacion de actividad metabdlica a través de la
presencia de adenosin trifosfato (ATP) o de la determinacion de reduccion de sales como

XTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide) que mide de
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manera indirecta la actividad de los sistemas de transporte de electrones presentes en las
bacterias. El objetivo del presente capitulo fue determinar la viabilidad y virulencia de las
células del biofilm de P. aeruginosa expuestas al tratamiento con una fuente DBD coaxial

de plasma.

2. MATERIALES Y METODOS

2.7 Microorganismo, medio de cultivo y condiciones de crecimiento del biofilm

Todos los experimentos se llevaron a cabo con P. aeruginosa cepa PAO1 y el medio de
cultivo AB como se describe en el Capitulo 1 seccion 2.1. Para el crecimiento del biofilm
se escogieron las mejores condiciones que condujeron a un biofilm robusto: superficie de
acero inoxidable, medio minimo AB y cultivo continuo (Capitulo 1). La inoculacion del
reactor y las condiciones de crecimiento del biofilm se describen en el Capitulo 1

secciones 2.2y 2.3.

2.8 Tratamiento con plasma

Se produjo plasma de descarga de gas a presion atmosférica usando una configuracion
coaxial DBD operada en aire humidificado a un flujo de 1 L/min. Las condiciones de
operacion se describen en el Capitulo 2 seccidén 2.2. Los biofilms de P. aeruginosa se
sometieron al tratamiento de plasma durante diferentes tiempos de exposicion (3, 15y 30
min) bajo condiciones estériles. Se incluyd un control sin tratamiento con plasma (tiempo

de exposicion de 0 min).

2.9 Determinacidén de la viabilidad celular del biofilm

Los cupones con biofilm obtenidos como se indica anteriormente se lavaron dos veces con
solucion fisiologica estéril, se secaron al aire durante 10 min y se trataron con plasma

generado en aire humidificado durante 0, 3, 15 y 30 min. Se evalu0 la viabilidad celular

115



utilizando el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular Probes,
EEUU), para lo cual se afiadié a cada cupon 20 pL de una mezcla de colorantes en la
relacion 1:2 de SYTO 9 a yoduro de propidio (PI, sigla del inglés “propidium iodide”). Los
cupones se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente en oscuridad y
posteriormente se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Leica usando un
filtro de excitacion/emision de 480/500 nm para SYTO 9 y de 490/635 nm para Pl y un
aumento de 400X. Las imagenes fueron adquiridas con el programa Leica Application
Suite (2.5.0 R1) y los andlisis de imagenes se realizaron con el software libre ImageJ. Se

realizaron cuatro experimentos independientes, cada uno por duplicado.

2.10Degradacion enzimatica del ADN extracelular del biofilm

Una vez crecido el biofilm en las condiciones antes indicadas, se retiraron los cupones del
reactor, se lavaron dos veces con solucion fisioldgica, se secaron al aire durante 10 min, se
trataron con 20 uL de ADNasa 0.1 mg/mL (DNase | de pancreas bovino, Sigma-Aldrich) y
se incubaron a 30 °C durante 20, 40 y 60 min. Se incluy6 un cupon control de biofilm sin
tratamiento enzimatico. Al cabo de la incubacion, se elimind la suspension enzimatica con
toallas de papel estériles y se lavaron los cupones tres veces con 50 uL de solucion
fisioldgica. Posteriormente, se llevo a cabo la determinacion de viabilidad del biofilm como

se indica en 2.3.

2.11Determinacion de la viabilidad celular del biofilm tratado con plasma y
degradacion enzimatica del ADN

Los cupones con biofilm se lavaron dos veces con solucion fisioldgica, se secaron al aire
durante 10 min y se trataron con plasma durante 0, 3, 15 y 30 min. Posteriormente, se
trataron con 20 pL. de ADNasa y se incubaron a 30 °C durante 60 min. Se elimino la
suspension enzimatica con toallas de papel estériles y se lavaron los cupones tres veces con

50 puL de solucion fisioldgica. Se evalud la viabilidad celular como se indica en 2.3.
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2.1 Determinacion de la virulencia del biofilm

Para evaluar la virulencia de las células del biofilm después de exponerlas al tratamiento
con plasma durante diferentes tiempos, se utilizd el ensayo desarrollado por Zelaya y
colaboradores (2012), con modificaciones. Los biofilms se trataron con plasma segun se
indica en 2.2. durante 0, 3, 15 y 30 min. Los cupones se colocaron en una camara himeda
después del tratamiento y se incubaron con 35 pL de solucion fisioldgica durante 10 min.
Los biofilms fueron removidos por raspado y suspendidos en 250 pL de solucion
fisioldgica. A continuacion, se inyectd suavemente y a lo largo de toda su longitud, la vena
central de hojas de lechuga tipo criolla con 250 pL de cada una de las suspensiones de
celulas del biofilm de P. aeruginosa obtenidas anteriormente. Se incluyeron como controles
una hoja inyectada solamente con solucion fisioldgica y una hoja sin inyectar. A
continuacion, las hojas se colocaron asepticamente en bolsas de plastico de 27 x 25 ¢cm con
cierre y esterilizadas por UV. En cada bolsa se introdujo una tolla de papel absorbente
estéril sobre la cual se pusieron dos hojas de lechuga con su respectivo tratamiento
(tratamiento por duplicado). Se humedecieron las toallas de papel con 10 mL de solucion
fisioldgica estéril (para mantener la humedad del sistema), se cerraron las bolsas y se
incubaron durante tres dias a 34 °C en una camara de luces. Las primeras 24 hs las hojas se
mantuvieron en posicion horizontal y a continuacion se dispusieron de manera vertical. Se
evalué visualmente necrosis en el tejido vegetal al tercer dia. En la Figura 1 se muestra un
esquema del proceso. Se realizaron cuatro experimentos independientes, cada uno por

duplicado.

Inyeccion de la vena Incubacion horizontal ~ Incubacion vertical Evaluacion visual
central por 24 hs por 48 hs dafio tisular

Figura 1. Esquema del proceso para evaluacion de virulencia de células del biofilm de P.

aeruginosa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efectos del plasma sobre la viabilidad celular del biofilm de P. aeruginosa

El kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD® es un ensayo que utiliza dos colorantes
fluorescentes que se unen a los acidos nucleicos de la bacteria y basado en la integridad de
la membrana celular. En esta tincion, el colorante verde SYTO 9 penetra la membrana
celular de todas las células, mientras que el colorante rojo Pl penetra solo la membrana
celular dafiada y tifie las células muertas. Con una mezcla apropiada de los colorantes
SYTO 9 y PI, las bacterias con membranas celulares intactas se tifien verde, mientras que

las bacterias con membranas dafiadas, rojo.

Al realizar la tincidn de viabilidad celular, en todos los tratamientos (incluyendo el control
sin exposicién al plasma), se observo fluorescencia predominantemente roja. En la Figura
2 se muestran las imagenes del biofilm de P. aeruginosa sin exposicion al plasma luego de

la tincion.

Figura 2. Biofilm de P. aeruginosa tefiido con el kit de viabilidad bacteriana
LIVE/DEAD®. A la izquierda se muestran las imagenes correspondientes a la tincion con
el colorante SYTO 9, seleccionadas con el filtro de excitacion/emisién de 480/500 nm, en

el centro las mismas imagenes con el colorante PI, seleccionadas con el filtro de 490/635
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nm, y a la derecha la superposicion de las dos imagenes anteriores. Las imagenes fueron

adquiridas con el programa Leica Application Suite con aumento de 400X.

Se esperaba que las células del biofilm control estuvieran en su mayoria vivas, y por ende,
fluorescieran verdes. Es sabido que uno de los componentes de la matriz del biofilm es
eDNA y que el colorante PI se intercala en la estructura de doble hélice del ADN. Por lo
tanto, se formuld la hipotesis de que el color rojo observado en la tincion del biofilm
control, no se debia a células muertas sino a abundancia de eDNA en la matriz y, para
contrastar esta hipotesis, se realizé un tratamiento con ADNasa. En la Figura 3 se muestra
un biofilm de P. aeruginosa sin exponer al plasma, tratado con ADNasa durante diferentes
tiempos (20, 40 y 60 min) y tefiido con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD®. Se
comprobd que el eDNA estaba presente en forma abundante en la matriz del biofilm y

fueron necesarios 60 min para degradarlo enzimaticamente por completo (Figura 3).

DNAsa

20 min

40 min | %

60 min

g
Figura 3. Biofilm de P. aeruginosa tratado con ADNasa durante diferentes tiempos (20, 40
y 60 min) y tefiido con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD®. A la izquierda se
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muestran las imagenes correspondientes a la tincion con el colorante SYTO 9,
seleccionadas con el filtro de excitacién/emision de 480/500 nm, en el centro las mismas
imagenes con el colorante PI, seleccionadas con el filtro de 490/635 nm, y a la derecha la
superposicién de las dos imagenes anteriores. Las imagenes fueron adquiridas con el

programa Leica Application Suite con aumento de 400X.

Al comparar las Figuras 2 y 3, es claro que el biofilm control tenia la mayoria de sus
células vivas y que la fluorescencia roja se debia a la presencia de eDNA. La importancia
relativa del eDNA, los exopolisacaridos y las proteinas como componentes estructurales de
los biofilms puede depender de las condiciones ambientales, la edad del biofilm, y la cepa
del microorganismo, en caso de tratarse de un biofilm monoespecie. Después del
tratamiento enziméatico con ADNasa durante 60 min no se observo dafio en la estructura de
los biofilms (Figura 3), lo cual implica que el eDNA no cumple una funcién vital
estructural en biofilms maduros de P. aeruginosa. Allesen-Holm y colaboradores (2006),
informaron que el tratamiento con ADNasa disolvio biofilms jévenes sin afectar a los ya
establecidos, sugiriendo que las células en biofilms jovenes se mantienen unidas por eDNA
mientras que los maduros se unen por otros compuestos, por lo tanto el ADN desempefiaria
un papel estructural durante el desarrollo del biofilm, pero s6lo seria un componente

importante de una matriz mas diversa en biofilms ya desarrollados.

Ademaés de encontrar eDNA de manera abundante en la matriz extracelular del biofilm,
podemos decir que este ADN estaba firmemente unido, ya que no se desprendié después de
realizar los dos lavados consecutivos con solucién fisiologica. Se ha demostrado que los
biofilms de P. aeruginosa, incluyendo PAOL, producen eDNA como componente de la
matriz que funciona como interconexién célula-célula (Whitchurch et al., 2002). Allesen-
Holm y colaboradores (2006), reportaron que para biofilms de P. aeruginosa el eDNA
forma una estructura parecida a una rejilla y que su localizacion es dependiente de la etapa
de desarrollo del biofilm: en biofilm jévenes el ADN se encuentra en la superficie de las
microcolonias, mientras que a los 4 dias de edad en los tallos de las estructuras de hongos y

a los 6 dias se localiza en todo el biofilm.
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Los biofilms de P. aeruginosa se caracterizan por una arquitectura tridimensional
consistente en estructuras en forma de “hongo” o pilares de microcolonias, separadas por
espacios vacios que constituyen verdaderos canales de comunicacion por los cuales fluyen
los nutrientes (Costerton et al. 1999). La formacion de estas estructuras es un proceso
secuencial, donde primero hay una subpoblacion bacteriana no movil que forma las
microcolonias iniciales, que méas tarde se convierten en los tallos de los hongos, y
posteriormente una subpoblacién migratoria que forma las cabezas a través de un proceso
dependiente de los pili tipo IV (Klausen, 2003). Allesen-Holm y colaboradores (2006),
propusieron que la alta concentracion de eDNA en los tallos podria estar relacionada con la
acumulacion de bacterias migratorias que resulta luego en la formacion de las cabezas de la
estructura, es decir que el ADN de los tallos permitiria que las bacterias "trepen™ y formen
las tapas de las estructuras de los hongos. Esta hipotesis se basa en lo reportado por van
Schaik y colaboradores (2005), quienes muestran que los pili tipo 1V, encargados de mediar
la migracion bacteriana por un mecanismo de extension-agarre-retraccion, se unen al ADN.
La Figura 4 muestra los biofilms de P. aeruginosa expuestos al plasma durante diferentes
tiempos (0, 3, 15 y 30 min), tratados con ADNasa durante 60 min y tefiidos con el kit de
viabilidad bacteriana. A los 3 min de exposicién al plasma la mayoria de las células del
biofilm se encuentras viables, mientras que a los 15 min la mayoria se encuentran muertas.
Fue necesario un tratamiento con plasma durante 30 min para la erradicacién completa del

biofilm.
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Plasma

0 min

3 min

15 min

30 min

Figura 4. Biofilm de P. aeruginosa expuesto al plasma (0, 3, 15 y 30 min), tratado con
ADNasa por 60 min y tefiido con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD®. A la
izquierda se muestran las imagenes correspondientes a la tincion con el colorante SYTO 9,
seleccionadas con el filtro de excitacién/emision de 480/500 nm, en el centro las mismas
imagenes con el colorante PI, seleccionadas con el filtro de 490/635 nm, y a la derecha la
superposicién de las dos imagenes anteriores. Las imagenes fueron adquiridas con el

programa Leica Application Suite con aumento de 400X.

Es importante sefialar que las curvas de supervivencia no mostraron células cultivables a
los 15 min de exposicion al plasma (Capitulo 2, Figuras 7 y 8). Sin embargo, los
resultados obtenidos con el kit de viabilidad celular muestran la presencia de células vivas.

Muchos autores todavia evaltan la letalidad del plasma basandose en el conteo de UFC
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luego del tratamiento; sin embargo, como respuesta a la exposicion al plasma, las células
del biofilm podrian entrar en el estado VBNC (Ap y Jd, 2004; Oliver, 2005, 2010) o se
podrian producir esferoplastos mas pequefios que las bacterias plancténicas, que no son
cultivables pero gque todavia estan viables (Joaquin et al., 2009). Aungue no se producen
colonias en un medio de cultivo agarizado, las células ain podrian estar vivas y conservar

la virulencia, como se discute a continuacion.

3.2 Efectos del plasma sobre la virulencia de las células del biofilm de P. aeruginosa

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista para los seres humanos, pero también es un
patdgeno vegetal que produce dafio tisular (Elrod y Braun, 1942), y por lo tanto, se puede
evaluar su virulencia en plantas. Zelaya y colaboradores (2012) realizaron un ensayo de
virulencia utilizando hojas de lechuga y reportaron que las células del biofilm de P.
aeuriginosa tratadas durante tiempos cortos de exposicion al plasma adn retienen viabilidad
y virulencia, aunque no sean cultivables. En el presente capitulo obtuvimos resultados
similares. La figura 5 muestra necrosis en las hojas de lechuga inyectadas con una
suspension de bacterias tratadas con plasma durante 3 y 15 min, mientras que no se observa
dafio tisular en los restantes tratamientos, por lo cual se concluye que las bacterias retienen
virulencia luego de ser tratadas con plasma durante tiempos cortos. Aunque a los 15 min de
tratamiento con plasma ya no hay presencia de UFC en una placa de petri, estas células son

no solo viables sino también virulentas.
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Sin invectar Sin fisiologica 0 min

4 Lo
Figura 5. Hojas de lechuga tipo criolla sin inyectar, inyectada con solucion fisiolégica o

con una suspension de células del biofilm de P. aeruginosa control o tratado con plasma

durante 3, 15 y 30 min, segun se indica.

4., CONCLUSION

La microscopia de epifluorescencia y el kit de viabilidad bacteriana permitieron evaluar el
estado fisioldgico de las células del biofilm tratadas con plasma, mediante el monitoreo de
la viabilidad como funcién de la integridad de la membrana celular. Se demostrd la
presencia de abundante eDNA en los biofilms maduros de P. aeruginosa PAOL cultivados
sobre cupones de acero inoxidable, medio AB y cultivo continuo. Se encontré que los
biofilms tratados con plasma durante tiempos de exposicion cortos conservan la viabilidad
incluso en el caso de la falta de cultivabilidad celular y ademas las células ain son
virulentas. Nuestros resultados apoyan el planteamiento de que los experimentos de
viabilidad siempre deben llevarse a cabo antes de llegar a la conclusién de que el plasma
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erradica los biofilms a cortos tiempos de exposicion y no es suficiente basarse solo en el

recuento de células cultivables.
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EFECTOS DEL PLASMA FRIO A PRESION ATMOSFERICA SOBRE LA
MATRIZ DEL BIOFILM DE Pseudomonas aeruginosa

RESUMEN

Existe una gran diversidad en la composicion de la matriz extracelular de los biofilms y
entre los componentes mé&s estudiados estan los exopolisacaridos, las proteinas y el eDNA.
Las EPS de la matriz proporcionan estabilidad mecénica, median la adhesion a la
superficie, permiten la acumulacion de nutrientes, mantienen un microambiente altamente
hidratado, facilitan la transferencia horizontal de genes y actian como barrera protectora.
En el Capitulo 2 se presento6 el efecto de una fuente DBD coaxial de plasma operada en
aire sobre biofilm de P. aeruginosa crecido sobre cupones de acero inoxidable, medio AB y
cultivo continuo. El Capitulo 3 se enfocd principalmente en el efecto del plasma sobre el
componente celular del biofilm. Se determind que es necesario un tratamiento de 30 min
con plasma para erradicar completamente los biofilms, ya que a tiempos mas cortos de
exposicion conservan la viabilidad y la virulencia incluso en el caso de falta de
cultivabilidad celular. Ademas, se demostro la presencia de abundante ADN extracelular en

la matriz del biofilm.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el efecto del plasma sobre la matriz y la
estructura del biofilm de P. aeruginosa; en particular sobre los polisacaridos de la misma,
como asi también determinar la funcion que desempefia el eDNA en la proteccion del
biofilm frente al tratamiento con plasma. Se utilizaron los colorantes fluorescentes
Calcofluor White y SYTO 9 para tefiir los polisacéridos y las células respectivamente y se
encontré una reduccion de la matriz del biofilm a mayor tiempo de exposicion al plasma.
Se observo la estructura del biofilm mediante microscopia electrénica de barrido y se
determind que los biofilms expuestos a tiempos largos del tratamiento con plasma pierden
la estructura tridimensional, presentan dafio celular y desintegracion de la matriz. Ademas,
se realizé un andlisis de espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR, sigla
del inglés “Fourier-transform infrared spectroscopy”) del biofilm expuesto al tratamiento

con plasma. Se observaron cambios en la composicion quimica y estructural del biofilm al
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ser tratado con plasma, siendo los cambios mayores a mayor tiempo de exposicion. Por otro
lado, se degrad6 enzimaticamente el eDNA antes del tratamiento con plasma y se
determind la curva de supervivencia del biofilm. Se observé una disminucién constante en
el nimero de UFC/mL a mayor tiempo de exposicion al plasma y se determind un tiempo
de reduccion decimal de 0.91 £ 0.07 min, mientras que en el Capitulo 2 se inform6 un
tiempo de reduccion decimal de 1.47 + 0.28 min para el biofilm sin tratar previamente con
ADNasa y sometido al mismo tratamiento con plasma, sugiriendo la importancia del ADN

extracelular en la proteccion del biofilm frente a la exposicion al plasma.

1. INTRODUCCION

En general, los microorganismos no viven en cultivos puros de células individuales sino
que se acumulan y forman agregados como floculos, lodos o peliculas. En la mayoria de los
biofilms, los microorganismos representan menos del 10% de la masa seca, mientras que la
matriz puede representar mas del 90% (Sutherland, 2001; Flemming y Wingender, 2010).
Existe una gran diversidad en la composicion de la matriz extracelular de los biofilms, tanto
entre los formados por diferentes especies como dentro de los formados por diferentes
cepas de una sola especie (Branda et al., 2005; Flemming et al., 2007; Flemming y
Wingender, 2010). Incluso, para una misma cepa, es posible que bajo diferentes
condiciones y diferentes momentos del desarrollo, ciertos componentes de la matriz puedan
ser mas importantes para la integridad o funcionamiento del biofilm (Karatan y Watnick,

2009).

La matriz generalmente estd compuesta por lipopolisacaridos, glicolipidos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos (Costerton et al., 1999; Flemming et al., 2007; Flemming y
Wingender, 2010), y se estima que podria contener hasta un 97% de agua (Zhang et al.,
1998). Las EPS proporcionan estabilidad mecanica, median la adhesién a la superficie,
forman una red polimérica cohesiva y tridimensional que interconecta e inmoviliza
transitoriamente las células dentro del biofilm, actia como un “sistema digestivo” externo

manteniendo las enzimas extracelulares cerca de las células, permite la acumulacion de
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nutrientes del medio ambiente, mantiene un microambiente altamente hidratado alrededor
de las células conduciendo a tolerancia a la desecacion, facilita la transferencia horizontal
de genes y actua como barrera protectora confiriendo resistencia a las defensas del huésped

durante la infeccion y tolerancia a varios agentes antimicrobianos (Flemming y Wingender,

2010).

Entre los componentes mdas estudiados de la matriz de los biofilms estan los
exopolisacaridos, las proteinas y los compuestos proteicos como fimbrias y pili y el eDNA
(Karatan y Watnick, 2009). Algunos exopolisacaridos han sido ampliamente estudiados,
entre ellos el alginato, componente principal de la matriz de los biofilms de cepas mucoides
de P aeruginosa. Sin embargo, varios informes han demostrado que otros polisacaridos,
como Psl y Pel, contribuyen a la matriz de biofilms formados por cepas de P. aeruginosa no
mucoides, como la PAOI, que se cree que son las primeras en colonizar los pulmones de
pacientes con fibrosis quistica (Ma et al., 2006; Byrd et al., 2009; Colvin et al., 2011, 2012;
Franklin et al., 2011). Otro componente importante y abundante en la matriz de los biofilms
son los acidos nucleicos, especificamente el ADN. Aunque inicialmente el eDNA fue visto
como material residual de células lisadas, se ha hecho cada vez mas claro que es una parte

integral de la matriz y del modo de vida del biofilm.

Los estudios de inactivacion de células plancténicas por plasma han demostrado que el
tratamiento puede afectar la envoltura celular, las proteinas y el ADN de los
microorganismos (Lackmann et al., 2013; Puligundla y Mok, 2017). Los principales
mecanismos de inactivacion se pueden dividir entre bioldgicos y fisicos; entre los
bioldgicos se encuentran dafio del ADN, peroxidacion de lipidos, modulacion de proteinas
e induccion de apoptosis (Venezia et al., 2008; Moisan et al., 2002; Alkawareek et al.,
2012; Lunov et al., 2016); y entre los fisicos la disrupcion celular por fuerzas electrostaticas
producidas por la acumulacion de particulas cargadas y la formacion de poros en la
membrana celular que conduce a fugas de contenido y finalmente a la muerte del
microorganismo (Laroussi, 2002; Lunov et al., 2016; Liao et al., 2017). Los estudios de
erradicacion de biofilm por plasma frio a presion atmosférica se han centrado en su mayoria

en el efecto sobre las células y las moléculas. Aunque los mecanismos exactos que
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conducen a la inactivacion del biofilm por plasma adn no estan claros, se han informado
alteraciones en la integridad de la membrana celular, disrupcién celular y componentes
celulares, reduccion del espesor del biofilm y disminucién de la cultivabilidad y actividad
metabolica de las células (Vandervoort et al., 2008; Joaquin et al., 2009; Zelaya et al.,
2012; Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2014, 2015; Khan et al., 2016).

Muy pocos estudios se han llevado a cabo sobre el efecto del plasma sobre la matriz del
biofilm. VVandervoort y Brelles-Marifio (2014) observaron que el area correspondiente a las
zonas de matriz del biofilm es menor en el caso de tratamiento con plasma, con respecto al
biofilm sin tratar. Estos autores sugirieron que el plasma podria reducir las areas
correspondientes a matriz posiblemente por oxidacion o peroxidacion de los
exopolisacaridos que componen la matriz de biofilm por parte de los agentes reactivos
presentes en el plasma. Recientemente Khan y colaboradores (2016), reportaron los
cambios bioquimicos que se producen en la célula y en las EPS de la matriz durante el
proceso de inactivacion por plasma de biofilms de E. coli, C. sakazakii y S. aureus.
Mostraron la reduccion gradual de carbohidratos, proteinas, lipidos y ADN a medida que

aumentaba el tiempo de exposicion al plasma.

En el Capitulo 2, se presentd una fuente DBD coaxial de plasma operada en aire sobre
biofilms de P. aeruginosa crecidos sobre cupones de acero inoxidable, medio AB y cultivo
continuo y se determiné la curva de supervivencia del biofilm a diferentes tiempos de
exposicién al plasma. En el Capitulo 3 se encontr6 que los biofilms tratados con plasma
durante tiempos de exposicidn cortos conservan la viabilidad incluso en el caso de la falta
de cultivabilidad celular y ademas las células ain son virulentas, por lo que fueron
necesarios 30 min de exposicién al plasma para erradicarlos. También, se demostrd la
presencia de abundante eDNA en la matriz del biofilm. El objetivo del presente capitulo fue
evaluar el efecto de una fuente DBD coaxial de plasma operada en aire sobre la matriz del
biofilm de P. aeruginosa; en particular sobre los polisacaridos y la matriz desprovista del
eDNA, y determinar la funcion que cumple este ADN en cuanto a la proteccion del biofilm

frente el tratamiento con plasma.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1. Microorganismo, medio de cultivo y condiciones de crecimiento del biofilm

Todos los experimentos se llevaron a cabo con P. aeruginosa cepa PAO1 como se describe
en el Capitulo 1 seccion 2.1. El biofilm se crecio6 bajo las condiciones que condujeron a un
biofilm robusto: superficie de acero inoxidable, medio minimo AB y cultivo continuo. La
inoculacion del reactor y las condiciones de crecimiento del biofilm se describen en el

Capitulo 1 secciones 2.2y 2.3.

2.2. Tratamiento con plasma

Se produjo plasma de descarga de gas a presion atmosférica usando una configuracion
coaxial DBD operado en aire humidificado a un flujo de 1 L/min. Las condiciones de
operacion se describen en el Capitulo 2 seccién 2.2. Los biofilms de P. aeruginosa se
sometieron al tratamiento con plasma durante diferentes tiempos de exposicion (3, 15y 30
min) bajo condiciones estériles. Se incluyd un control sin tratamiento con plasma (tiempo

de exposicién de 0 min).

2.3. Efecto del plasma sobre los polisacaridos de la matriz del biofilm de P. aeruginosa

2.3.1. Tincion del polisacarido con Calcofluor White

Para visualizar la estructura de la matriz tanto del biofilm control como del tratado con
plasma, se utilizo6 el colorante Calcofluor White (Sigma-Aldrich, 1 g/L de Calcofluor White
M2R y 0.5g/L de azul de Evans). Una vez crecido el biofilm, se retiraron los cupones del
reactor, se lavaron dos veces con solucion fisiologica estéril, se secaron al aire durante 10
min, se trataron con plasma generado en aire humidificado durante 0, 3, 15 y 30 min, se les
agreg0 15 pL de una solucién 1:1 de Calcofluor White e hidréxido de potasio al 10% p/v y
se incubaron 1 min en oscuridad. Los cupones se visualizaron con un microscopio de

epifluorescencia Leica usando un filtro de excitacion/emision de 355/433 nm. Las imégenes
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fueron adquiridas con el programa Leica Application Suite (2.5.0 R1) en un aumento de

400Xy los analisis de imagenes se realizaron con el software libre ImageJ.

2.3.2. Tincion simultanea del biofilm con Calcofluor Whitey SYTO 9

Para visualizar al mismo tiempo las células bacterianas y la matriz del biofilm, se utilizaron
los colorantes verde fluorescente SYTO 9 y Calcofluor White. Una vez crecido el biofilm,
los cupones se procesaron como se describe en 2.3.1 y se trataron con plasma durante 0, 3y
30 min. Se les agreg6é 15 pL del colorante SYTO 9 y se incubaron durante 20 min a
temperatura ambiente y en oscuridad. Se retird el exceso de colorante con toallas de papel
estériles y posteriormente, se agreg6 a los cupones 15 pL de una solucién 1:1 de Calcofluor
White e hidréxido de potasio al 10% p/v y se incubaron 1 min en oscuridad. Los cupones se
visualizaron como se describié en 2.3.1, se adquirieron las imagenes correspondientes a la
matriz tefiida con Calcofluor White seleccionandolas con el filtro de excitacion/emision de
355/433 nm y las mismas imagenes correspondientes a la tincion de las células con el

colorante SYTO 9 seleccionandolas con el filtro de excitacién/emision de 480/500 nm.

2.3.3. Relacion de &reas entre las imagenes de la matriz y las células del biofilm

Una vez adquiridas las imagenes como se describe en 2.3.2, se determiné la relacién de
areas entre la matriz y las células del biofilm utilizando el software ImageJ. El tratamiento
digital consistié en pasar las iméagenes de color a escala de grises y posteriormente se
transformaron a binarias. La binarizacién consiste en un proceso de reduccion de la
informacidn en el que solo persisten dos valores: pixeles blancos y negros. En este caso, se
determind el area de los pixeles negros. Se calculd la relacion dividiendo el area de la
imagen binaria de la matriz por el area de las iméagenes binarias de las células del biofilm
(Figura 1). El mismo procedimiento se realizé para los biofilms control y tratados con

plasma por 3 y 30 min como se indica en 2.3.2.
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Relacion de areas:
Calcofluor/SYTO9

Figura 1. Esquema del tratamiento digital de imagenes con el software ImageJ. En la parte
superior se muestra la secuencia para procesar la imagen de la matriz del biofilm tefiida con
Calcofluor White, y en la parte inferior para una imagen de las células del biofilm tefidas
con SYTO 9. En este esquema se muestran las imagenes del biofilm control de P.

aeruginosa.

2.4. Microscopia electronica de barrido de biofilms de P. aeruginosa expuestos a

plasma

Se crecio el biofilm sobre cupones de acero inoxidable para la observacion mediante SEM.
Una microplaca de 24 pocillos de polipropileno (Cellstar, Greiner Bio-One), con un cup6n
estéril en cada pocillo, fue inoculada de modo tal que la DOsso nm fuera igual a 0.1, en
medio LB y con un volumen final de 2 mL. La placa se incubd 24 hs, a 37 °C vy sin
agitacion. Finalizado el periodo de incubacion, se realiz6 un lavado de los cupones con 1
mL de solucidn fisiologica, se secaron al aire y se trataron con plasma durante 0, 3 y 30
min. Posteriormente, se procedié a fijar y deshidratar las muestras. La fijacion se realizé
sumergiendo los cupones en glutaraldehido 2.5 % v/v durante 30 min y luego en agua
destilada para retirar el exceso de este ultimo. A continuacion, la deshidratacion se llevo a
cabo mediante gradientes de etanol frio. En este proceso se sumergen los cupones durante
20 min en soluciones de etanol progresivamente mas concentradas: 30, 50, 70, 90 y 95 %
v/v. Finalmente, se realizan dos inmersiones de 20 min en etanol absoluto. Una vez
finalizado este proceso, las muestras se secan mediante secado por punto critico. Este

procedimiento consiste en el desplazamiento de etanol de las muestras por CO: liquido, y
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seguidamente su evaporacion en condiciones de 31.1 °C y 1072 psi. Luego, las superficies
de las muestras fueron recubiertas con oro pulverizado mediante un metalizador Balzers
SCD 030, hasta obtener un espesor de entre 15 y 20 nm. Tanto este procedimiento como el
recubrimiento con oro de las muestras son llevados a cabo en el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias Aplicadas “Dr. Jorge J. Ronco”- CINDECA- UNLP. Finalmente, las
imagenes fueron adquiridas con un SEM Philips 505 (Rochester, EE.UU.)

2.5. Degradacion enzimatica de eDNA de la matriz del biofilm de P. aeruginosa previo

al tratamiento con plasma

Los biofilms crecidos sobre cupones de acero inoxidable fueron tratados con 20 uL de
ADNasa 0.1 mg/mL (DNase | de pancreas bovino, Sigma-Aldrich) y se incubaron a 30 °C
durante 60 min. Se elimind la suspension enzimatica con toallas de papel estériles y se
lavaron los cupones tres veces con 50 pL de solucion fisioldgica estéril. Luego se
expusieron los biofilms al plasma durante 0, 1, 3 y 15 min. Los cupones se colocaron en
una cdmara humeda después del tratamiento con plasma y se incubaron con 35 pL de
solucion fisioldgica durante 10 min. Los biofilms fueron despegados por raspado con
espatula estéril y suspendidos en 1 mL de solucidn fisiolégica. Se realizaron diluciones
seriadas y se sembraron por duplicado 100 uL. de cada suspension en medio solido AB. Las
placas se incubaron a 37 °C y se evalud la formacion de UFC por conteo de las mismas. Se
realizaron curvas de supervivencia (log de UFC/mL versus tiempo de exposicién a plasma)
y se determiné el Valor D. Se incluyeron dos controles: uno con enzima y sin tratamiento

con plasma y otro sin enzima y sin tratamiento con plasma.

2.6. Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) del biofilm de P.

aeruginosa expuesto a plasma

Para crecer el biofilm, se utilizaron microplacas estériles de poliestireno de 24 pocillos
(Greiner CELLSTAR®, Sigma-Aldrich) y medio AB. Se inoculé cada pocillo de modo tal
que la DOsso nm fuera igual a 1 con un volumen final de 2 mL. La microplaca se incubd

durante 24 hs a 37°C y sin agitacion. Una vez crecido el biofilm, se retir6 el medio de
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cultivo con las células plantonicas, se lavaron los pocillos dos veces con solucién
fisiologica estéril y se dejaron secar durante 10 min al aire. Los biofilms fueron sometidos
al tratamiento con plasma durante diferentes tiempos de exposicion (0, 3 y 30 min) bajo
condiciones estériles. Luego del tratamiento, se agregé 100 pL de solucion fisiologica a
cada pocillo y se despegé el biofilm con espatula estéril. La DOssonm de cada suspension
resulto de aproximadamente 2. Con el fin de incrementar el nimero de células a analizar, se
combinaron los contenidos de dos pocillos y se depositaron sobre la superficie de una celda
oOptica de SeZn (13 mm de diametro, Korth Kristalle GMBH, Alemania) que se dejo secar
al aire durante 1 h (Naumann, 2000). Se realizaron tres réplicas bioldgicas independientes y
al menos tres repeticiones técnicas de cada condicién (0, 3 y 30 min de exposicion al
plasma).

Los espectros del FTIR de absorcion/transmision (A/T) se adquirieron en el rango de 4000
a 600 cm™ con un espectrémetro FTIR (Bruker IFS 66 Burker Optics), utilizando una
resolucion espectral de 6 cm™ y 64 co-adiciones de escaneo (Bosch et al., 2006; Naumann,
2000), aplicando la tecnologia de pelicula seca (films delgados entre o sobre soportes
transparentes). Para evitar la interferencia de bandas de vapor de agua, los espectros se
midieron bajo una purga continua de aire seco. Antes del anélisis de los datos, los espectros
crudos se sometieron a una prueba de calidad (QT, siglas del inglés “quality test”)
utilizando el software OPUS (Naumann, 2000). Esta prueba incluyé un control de: i)
absorbancia en la region amida | (1700-1600 cm™), con valores aceptables entre 0.20 y 1.20
unidades de absorbancia; ii) sefial de ruido, con valores inferiores a 1.5x10*, calculada a
partir de la primera derivada entre 2100 y 2000 cm™; y iii) contenido de vapor de agua, con
valores inferiores a 3x10*, determinado a partir de las primeras derivadas entre 1847 y
1837 cm™. Los espectros que pasaron la QT se pre-procesaron de la siguiente manera:
primero se promediaron las réplicas tecnicas y luego, para aumentar el ndmero de
caracteristicas discriminantes dentro del conjunto de bandas espectrales, asignar las bandas
y minimizar los problemas con los cambios en la linea base, se calcularon las segundas
derivadas sobre los espectros promedios utilizando el algoritmo Savitzky-Golay con
suavizado de 9 puntos (Helm y Naumann, 1995; Naumann, 2000; Bosch et al., 2006).

Finalmente, para evitar la interferencia de las variaciones de biomasa entre las diferentes
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muestras, se normalizaron vectorialmente las segundas derivadas en todo el rango del
espectro. Para el pretratamiento espectral se utilizo el software OPUS (versiones 4.2y 7.0
Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Alemania). Los espectros de FTIR y el andlisis de los

mismos se llevaron a cabo en el CINDEFI con la asesoria de la Dra. Cecilia Figoli.

2.6.1. Analisis jerarquico de cluster

Con el objetivo de determinar la variabilidad entre los fenotipos de los espectros del FTIR
obtenidos después de tratar los biofilms con plasma, se realizd un andlisis jerarquico de
“cluster” de los espectros técnicos promedios obtenidos de cada tratamiento (0, 3 y 30 min
de exposicion al plasma) y de cada experimento biol6gico independiente, es decir 9
repeticiones en total. Para este fin, como datos de entrada se utilizaron las segundas
derivadas normalizadas vectorialmente y se calcularon los valores de distancia espectral
(medidos como heterogeneidad) en diferentes rangos de nimero de onda y el valor de
fusion en cada dendrograma se calculé mediante el algoritmo de Ward (OPUS, Bruker
Optics, EE.UU.).

2.7. Anélisis estadistico

Para comparar las medias de la relacion entre el area de pixeles negros de la imagen binaria
de la matriz y de las células de biofilms tratados con plasma durante diferentes tiempos, se
realiz6 analisis de varianza (ANOVA). La normalidad se contrast6 mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad por el test de Levene. La comparacion entre
medias se realizd mediante el test de Tukey (a=0.05). Se utiliz6 el software STATISTICA
de la compafiia Statsoft® (Copyright © StatSoft, 2011). Los resultados son el promedio de
cuatro experimentos independientes en el tiempo y cada experimento se realizO por

duplicado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto del plasma sobre los polisacaridos de la matriz y la estructura del biofilm

de P. aeruginosa

P. aeruginosa tiene la capacidad de producir al menos tres polisacaridos que difieren en su
estructura quimica y mecanismos biosintéticos: alginato, Psl y Pel. Dado que el alginato se
asocia a menudo con infecciones pulmonares crénicas, su via biosintética es la mejor
caracterizada, sin embargo, solo es producido por un subconjunto de cepas (Franklin et al.,
2011). El alginato se compone de residuos de &cido D-manurodnico intercalados con
residuos de acido L-gulurénico; el Psl de un pentdmero que se repite de residuos de D-
manosa, L-ramnosa y D-glucosa; y el Pel no ha sido bien caracterizado. Se ha reportado
que el Psl esta asociado a la adherencia a la superficie, construccion de la matriz, conexién
célula a célula, mantenimiento de la estructura e incluso a la sefializacion celular (Byrd et
al., 2009; Ma et al., 2006). Se inform6 que la cepa PAOL de P. aeruginosa presenta
predominantemente el Psl, asociado a la estabilidad de la matriz, pero puede producir los
componentes necesarios para generar el Pel (Colvin et al., 2011). Si bien no se ha definido
la estructura, composicion y naturaleza del Pel, Colvin y colaboradores (2011) reportaron
que este polisacarido es crucial para mantener las interacciones entre células en los biofilms

de P. aeruginosa PA14.

Wang y colaboradores (2013), indicaron que el Psl desempefiaria un papel muy importante
en la formacion del biofilm, ya que rodea las células y conecta las microcolonias; actua
como soporte tipo red fortaleciendo el biofilm; funciona como una superficie de adherencia
para reclutar nuevas bacterias y cubre rapidamente la superficie para obtener mas biomasa.
Ademas, propusieron que la formacion de las fibras de Psl son el resultado de la liberacion
del polisacarido de la superficie celular bacteriana durante la migracion mediada por pili
tipo IV.

El Calcofluor White es un colorante que se une a un gran namero de polisacaridos y se ha

utilizado para tefiir la matriz extracelular de los biofilms. Este colorante interactia
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fuertemente con los enlaces glucosidicos de las unidades continuas de (1—4)-B-D-
glucopiranosil, como los B-D-glucanos, xiloglucanos y sustitutos de la celulosa; también
interactla con otros polisacaridos, como (1—3)-B-D-glucanos y galactoglucomananos
hemiceluldsicos (Wood, 1980). En la Figura 2 se muestran las imagenes de la matriz de P.
aeruginosa tefiida con el Calcofluor White. En los biofilms control y tratados con plasma
durante 3 min se observaron cimulos de matriz, mientras que en los tratados durante

tiempos largos de exposicion se observé desintegracion de la misma.

Figura 2. Biofilm de P. aeruginosa tratado con plasma (0, 3, 15 y 30 min) y tefiido con

Calcofluor White. Las imagenes fueron adquiridas con el programa Leica Application Suite

con el filtro de excitacion/emision de 355/433 nm en un aumento de 400X.

Para distinguir las células bacterianas de la matriz del biofilm, se utilizé el colorante
Calcofluor White a continuacién de la tincién con SYTO 9. Se encontrd que en los biofilms
control y tratados por 3 min la matriz cubria las células del biofilm, mientras que para el
tiempo largo de exposicion al plasma se presenté menor cantidad de matriz entre las células
(Figura 3).
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Figura 3. Biofilm de P. aeruginosa tratado con plasma durante 0, 3 y 30 min. A la
izquierda se muestran las imégenes correspondientes a la tincion de las células con el
colorante SYTO 9 y seleccionadas con el filtro de excitacion/emisién de 480/500 nm, en el
centro las mismas imagenes correspondientes a la matriz tefiida con Calcofluor White y
seleccionadas con el filtro de excitacion/emision de 355/433 nm, y a la derecha la
superposicién de las iméagenes anteriores. Las imagenes fueron adquiridas con el programa

Leica Application Suite en un aumento de 400X.

Se cuantificd la proporcion de matriz y células por medio de tratamiento digital de las
imagenes (Figura 4), y se determind la relacion de areas dividiendo el area de los pixeles
negros de las imagenes binarias de la matriz por el de las imagenes binarias de las células
del biofilm tratadas durante diferentes tiempos de exposicion al plasma (Figura 5). Se
presentd una relacion de area (matriz/células) mayor a uno para los biofilm control,
indicando mayor proporcion de matriz que de células, cercana a uno para los biofilms
tratados por 3 min, y menor a uno para los tratados por 30 min, sugiriendo una disminucion

de la matriz.
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Figura 4. Biofilm de P. aeruginosa tratado con plasma durante 0, 3 y 30 min. A la
izquierda se muestran las imagenes adquiridas con el programa Leica Application Suite en
un aumento de 400X, correspondientes a la tincion de las células con SYTO 9 y de la
matriz con Calcofluor White, en el centro las imagenes anteriores convertidas a blanco y

negro y a la derecha, convertidas a binario con el software ImageJ.
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Figura 5. Relacion entre el area de pixeles negros de la imagen binaria de la matriz tefiida
con Calcofluor White y de las células tefiidas con SYTO 9 de biofilms tratados con plasma
durante diferentes tiempos (0, 3 y 30 min). Las medias son el promedio de la relacion de
areas de 40 fotos adquiridas en 4 ensayos independientes. Las barras representan la

desviacidn estandar. Diferentes letras representan diferencia significativa (p<0.001).

En la Figura 6 se muestran las imégenes del SEM de biofilms de P. aeruginosa tratados
durante diferentes tiempos de exposicion al plasma (0, 3 y 30 min). Los biofilms control
presentaron una estructura tridimensional compuesta por cumulos de células y espacios
vacios, ademas de fibras entrelazando las bacterias y cubriendo toda la matriz. Los espacios
vacios corresponderian a los canales por los que circulan agua y nutrientes en el biofilm.
Segln el modelo que propone Wang y colaboradores (2015), las fibras podrian estar
compuestas por el exopolisacarido Psl y ADN extracelular. Tanto a un aumento de 5000X
como de 10000X se observaron células intactas de aproximadamente 1 pum. En las
imagenes de los biofilms tratados durante tiempos cortos de exposiciéon al plasma, se
empiezan a observar algunas células de forma irregular, pero no se observan dafios
significativos sobre las células o la matriz; mientras que el biofilm expuesto a tiempos
largos del tratamiento, perdié la estructura tridimensional, presenté dafio celular y
desintegracion de la matriz. A los 30 min de exposicion al plasma, se observé un biofilm

plano, desestructurado, con células deformadas y rotas.
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30min 5000X 2pm

Figura 6. Imagenes de microcopia electronica de barrido de biofilms de P. aeruginosa
tratados durante diferentes tiempos de exposicion al plasma (0, 3 y 30 min). Las imagenes
de la izquierda fueron adquiridas con un aumento de 5000X y las de la derecha con
10000X.
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Los estudios de erradicacion de biofilm por plasma frio a presion atmosférica se han
centrado en su mayoria en el efecto sobre las células y las moléculas y muy pocos estudios
se han enfocado sobre lo que le ocurre a la matriz. En contribuciones anteriores de Zelaya y
colaboradores (2010, 2012), y de Vandervoort y Brelles-Marifio (2014), se reportaron los
efectos del plasma sobre la matriz del biofilm de P. aeruginosa utilizando microscopia de
fuerza atomica. Vandervoort y Brelles-Marifio (2014) estudiaron la topografia de biofilms
de P. aeruginosa tratados con plasma y observaron que el area correspondiente a las zonas
de matriz del biofilm es menor en el caso de tratamiento con plasma, con respecto al
biofilm sin tratar. Luego de 30 min de tratamiento, practicamente no se observan zonas
correspondientes a matriz. Estos autores sugirieron que el plasma podria reducir las areas
correspondientes a matriz posiblemente por oxidacion o peroxidacion de los
exopolisacaridos que componen la matriz de biofilm por parte de los agentes reactivos
presentes en el plasma. Una reduccién o eventual pérdida de esa matriz reduciria la
adhesividad del biofilm a la superficie a la cual estd anclado y conduciria a la
desorganizacion de su estructura tridimensional. En ese mismo trabajo se demostrd que la
adhesividad del biofilm varia a lo largo de su superficie, y es mayor en areas con gran

cantidad de matriz y se reduce luego del tratamiento con plasma.

También se ha estudiado el efecto del plasma sobre la matriz de biofilms por medio de
SEM. Ziuzina y colaboradores (2014, 2015), utilizaron esta microscopia para visualizar el
efecto del tratamiento de un plasma DBD sobre biofilms de E. coli y P. aeruginosa
formados en membranas de policarbonato. Para los biofilms de P. aeruginosa, reportaron
dafios significativos de las células bacterianas y de las EPS después de los tratamientos
directos e indirectos con plasma, pero la desintegracion completa de las células y la matriz
del biofilm se presentd solo con el tratamiento directo. Nuestros resultados muestran que
los biofilms expuesto a tiempos largos del tratamiento con plasma, pierden la estructura y

presentan dafio celular y desintegracion de la matriz.

Recientemente, Khan y colaboradores (2016), reportaron el uso de una fuente de plasma
DBD sumergida en agua para tratar biofilms de E. coli, C. sakazakii y S. aureus formados

sobre cupones de acero inoxidable y medio TSB. Utilizaron espectroscopia infrarroja por
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transformadas de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR, sigla del inglés
“attenuated total reflectance Fourier transform infrared”) para elucidar los cambios que se
producen en la célula y en las EPS del biofilm durante el proceso de inactivacion por
plasma. Las mediciones de ATR-FTIR mostraron la reduccion gradual de carbohidratos,
proteinas, lipidos y ADN a medida que aumentaba el tiempo de exposicion al plasma.
Después de 60 min de tratamiento del biofilm con plasma, observaron un descenso rapido
en los picos de los espectros del ATR-FTIR correspondientes a los 2960 y 2920 cm™,
mostrando que se produce una disrupcién de la membrana celular y una ruptura de las EPS
presentes en la superficie del biofilm. Ademas, analizaron imagenes del detector de
electrones secundarios del SEM, y reportaron que los biofilms no fueron uniformes a lo
largo del cupdén y que las células estaban cubiertas por EPS, lo cual aumentaba la
estabilidad del biofilm.

Nuestros resultados concuerdan con los reportes anteriores. Observamos una reduccion de
la matriz del biofilm tanto a tiempos cortos como largos de exposicién al plasma (Figuras
3, 4, 5y 6) obteniéndose inclusive la casi completa remocidn de la matriz a mayor tiempo
de exposicién al plasma (Figuras 2 y 6). Ademas, como se mostro en las figuras del
Capitulo 3 y en el presente capitulo en las Figuras 2, 3 y 4, los biofilms no fueron
uniformes a lo largo del cupon. Estos resultados muestran que la erradicacion del biofilm
por la exposicion al plasma no es debida solamente a la inactivacion/muerte celular sino
también a la disminucion de la matriz. Las especies reactivas del plasma podrian degradar
la matriz a medida que penetran a través de las EPS y dejar las células vulnerables al

tratamiento.

3.2. Implicancia del eDNA en la proteccién del biofilm frente al tratamiento con

plasma

Para determinar el rol que cumple el ADN extracelular en cuanto a la proteccién del
biofilm frente al tratamiento con plasma, se degrad6 enzimaticamente el eDNA antes del
tratamiento, y se determind la curva de supervivencia del biofilm a diferentes tiempos de

exposicion (Figura 7). Se observo una disminucion constante en el niamero de UFC/mL a
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mayor tiempo de exposicion al plasma. Los biofilms fueron erradicados después de un
tratamiento de 15 min, resultando en una disminucion del nimero de UFC/mL de 6.3
unidades logaritmicas, y obteniendo una disminucion en ese numero de 3.4 unidades

logaritmicas después de una exposicion de 3 min al plasma.

Se incluyeron dos controles: un cup6n con biofilm sometido a tratamiento enzimatico, pero
no a plasma y un cupén sin tratamiento alguno. Se encontré una disminucion de 13.34 +
2.00 UFC/mL (13.4 %) en el control sin tratamiento con respecto al control tratado con
ADNasa y sin exposicion al plasma, posiblemente debido al desprendimiento de células en
los lavados posteriores a la degradacién enzimatica, sugiriendo que, aunque este eDNA no
cumple un rol fundamental en el mantenimiento de la estructura de los biofilms maduros de

P. aeruginosa (Capitulo 3) sirve como union para células del exterior del biofilm.

7.0
6.0
50
4.0
3.0
2.0

Log (UFC/mL)

1.0

0.0
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo de exposicion (min)
Figura 7. Curva de supervivencia de biofilms de Pseudomonas aeruginosa tratados con
ADNasa y posteriormente con plasma de aire humidificado durante diferentes tiempos de

exposicion. Las barras de error representan el error estandar de la media.

Se observd una cinética de dos pendientes, con una disminucion rapida del nimero de
UFC/mL y un valor Dy de 0.91 = 0.07 min (Figura 8) seguido de un posterior descenso
lento en el nimero de UFC/mL. Estos resultados muestran una inactivacion mas rapida que
para biofilms sin tratar previamente con ADNasa y sometidos al tratamiento con plasma.

En este Ultimo caso se encontrd una cinética de doble pendiente con un tiempo de
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reduccion decimal de 1.47 + 0.28 min para tiempos de exposicion cortos (Capitulo 2).

Estos dos valores D fueron diferentes significativamente (p<0.05).

y =-1.105x + 6.0491
R2 =0.9898

0 1 2 3 4 5
Tiempo de exposicion (min)
Figura 8. Linea de tendencia y ecuacion del grafico de la curva de supervivencia de
biofilms de Pseudomonas aeruginosa tratados con ADNasa y posteriormente con plasma de
aire durante tiempos cortos de exposicion. Las barras de error representan el error estandar

de la media.

Al evaluar el efecto del plasma sobre la matriz del biofilm desprovista del eDNA, se
encontré un cambio en la cinética de inactivacién y una reduccion en el valor D con
respecto al biofilm con eDNA, sugiriendo que este ADN es importante en la proteccion del
biofilm frente al tratamiento con plasma ya que al degradarlo, el biofilm se erradica mas
rapidamente. Abramzon y colaboradores (2006), propusieron que la cinética de doble
pendiente podria deberse a que primero ocurre la muerte de los microorganismos de las
capas superiores facilmente disponibles y méas expuestas al plasma. Después de esta rapida
muerte inicial, el plasma penetra las capas de restos celulares y células muertas antes de
llegar a la parte interna del biofilm. Posiblemente en nuestro caso, al degradar el eDNA las
células quedan mas expuestas al plasma y las especies reactivas llegan mas rapido a la parte

interna del biofilm, resultando en un menor tiempo de erradicacion.

Se ha documentado la importancia del eDNA para la adhesion a la superficie y el desarrollo

del biofilm (Whitchurch et al., 2002), como fuente de material genético en la transferencia
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horizontal de genes (Molin y Tolker-Nielsen, 2003), como fuente de carbono y energia en
condiciones de bajos nutrientes (Finkel y Kolter, 2001) y para la sefializacién de quérum
sensing (Allesen-Holm et al., 2006; Spoering y Gilmore, 2006). En biofilms de P.
aeruginosa, funciona como un conector intercelular (Allesen-Holm et al., 2006; Mann y
Wozniak, 2012; Whitchurch et al., 2002; Yang et al., 2007) y se han descrito varias vias
bioquimicas para su produccion: primero se report6 la excrecion de ADN de doble cadena
de células vivas (Hara et al., 1981) y la liberacion de vesiculas que contenian ADN
(Kadurugamuwa y Beveridge, 1996), luego la lisis mediada por profagos de una
subpoblacion de células bacterianas (Webb et al., 2003), y posteriormente Allesen-Holm y
colaboradores (2006), informaron que la estructura de este eDNA es en gran parte similar al
ADN cromosémico del organismo, sugiriendo que es generado por lisis de una

subpoblacion bacteriana.

El eDNA puede actuar como una barrera protectora contra agentes antimicrobianos.
Mulcahy y colaboradores (2008), mostraron que en biofilms de P. aeruginosa, el eDNA
puede causar la lisis celular por la quelacion de cationes que estabilizan los LPS y la
membrana externa de los microorganismos, produciendo la liberacion del contenido
citoplasmatico (incluyendo ADN gendémico) y aumentando las concentraciones de ADN, lo
cual crea un entorno limitado en cationes que da como resultado la induccion del operén de
resistencia a péptidos antimicrobianos cationicos. De este modo, la presencia de eDNA en
la matriz del biofilm contribuye al gradiente de cationes, la liberacién de ADN genémico y
la resistencia inducible a antibidticos. En funcion de los resultados encontrados en el
presente trabajo, se podria pensar que el eDNA podria cumplir un papel como barrera

protectora contra las especies reactivas, las moléculas excitadas y los iones del plasma.

La conexion entre los polisacaridos Pel y Psl, el eDNA, los pili tipo 1V, el quérum sensing
y la organizacion del biofilm es compleja y requiere mas investigacion. Ma y colaboradores
(2009) investigaron el papel de los polisacaridos y el ADN durante el desarrollo del
biofilm. Encontraron que, aunque tanto el ADN como los polisacaridos son abundantes en
los biofilms de P. aeruginosa, tienen papeles divergentes durante la formacién y el proceso

de maduracién. El contenido de Psl y de eDNA, parecen coordinar actividades para
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mantener la estructura del biofilm. Durante el proceso de adhesion, encontraron que el Psl
estaba anclado a la superficie celular en un patron helicoidal, promoviendo las
interacciones célula a célula y la sintesis de matriz; durante la maduracién, observaron
acumulacién del polisacarido en la periferia de las microcolonias y ausencia del mismo en
el centro de las estructuras en forma de hongos caracteristicas de estos biofilms, formando
una especie de “cavidad” en las cabezas de los hongos; mientras que en la etapa de
dispersion, la cavidad no presentaba Psl pero si células plantonicas, células muertas y
eDNA. Los genes que controlan la lisis celular parecen estar ayudando a la formacion de la
cavidad, contribuyendo a la liberacion del ADN vy tal vez de enzimas que degradan el

polisacarido, y asi facilitando la dispersion de las células.

Por otro lado, Wang y colaboradores (2015), estudiaron la interaccion fisica entre el eDNA
y el polisacarido Psl y reportaron la formacion de una red de fibras de ADN-Psl que
funciona como esqueleto o soporte de la estructura de los biofilms de P. aeruginosa PAOL.
Propusieron que esta interaccion puede beneficiar a los biofilms de muchas maneras, como
limitando el acceso de agentes antimicrobianos y reduciendo la quelacion de cationes del
eDNA. Ademas, estos autores también informaron que el Psl no sélo interactda con el ADN
de P. aeruginosa, sino también con el ADN genémico de los neutréfilos humanos y de
otras bacterias, lo que implicaria que este patdgeno tendria la capacidad de utilizar el ADN
de otros organismos para formar sus propias comunidades. En el presente estudio, a través
de las imagenes del SEM, se pudo observar la formacion de fibras entrelazando las células
del biofilm control de P. aeruginosa. Las fibras se observaron en menor medida en los
biofilms tratados durante tiempos cortos con plasma y fueron degradadas totalmente en los
expuestos a tiempos largos del tratamiento (Figura 6). Esta interaccion fisica entre el
eDNA vy el Psl podria explicar la razon por la cual al tratar el biofilm previamente con
ADNasa se observa una inactivacion mas répida debida tratamiento con plasma. Al
degradar enzimaticamente este ADN, se podria estar desestabilizando las redes eDNA-PsI
que sirven como soporte estructural del biofilm, lo que podria permitir que el tratamiento

con plasma sea mas eficaz
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No se han reportado estudios de la interaccion entre el eDNA y el tratamiento con plasma.
En el presente trabajo, encontramos que el eDNA cumple un rol en la proteccion del
biofilm frente a la exposicion al plasma, ya que al degradar este ADN aumento la eficiencia
de erradicacion del tratamiento y cambio la cinética de inactivacion del biofilm. Se han
reportado diferentes eficiencias de inactivacion de biofilms de P. aeruginosa por plasma
frio a presidén atmosférica, con valores D que van desde pocos segundos hasta horas de
exposicion. Estas diferencias podrian estar relacionadas no solo con el dispositivo y la
descarga de plasma generada, sino también con la composicion de la matriz, ya que las EPS
pueden variar y cambiar segun la genética microbiana y las condiciones bajo las cuales se

desarrolla el biofilm.

3.3. Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) del biofilm de P.

aeruginosa expuesto a plasma

La técnica de FTIR proporciona una huella dactilar espectroscopica de la composicion
bioquimica y estructural del material en estudio. En la Gltima década se ha utilizado para la
deteccidn e identificacion de bacterias, hongos y levaduras (Bosch et al., 2006; Grunert et
al., 2013; van der Mei et al., 1996; Bichl et al., 2008); y como una herramienta no
destructiva para el monitoreo de la composicién bioquimica de bacterias que crecen tanto
en forma planctonica como en biofilms (Schmitt, et al. 1995; Nivens, et al. 1993; Nivens,
et al. 2001; Serra et al., 2007). En el presente trabajo, se empled esta técnica para evaluar la
composicion de los biofilms de P. aeruginosa PAO1 y las modificaciones quimicas y
estructurales que ocurren cuando se tratan por plasma durante diferentes tiempos de

exposicion.

Una molécula irradiada con IR puede absorber esta energia para alcanzar un estado
vibracional excitado. El espectro de la radiacion remanente mostrard una banda de
absorcion a determinada energia, de modo que el espectro infrarrojo se obtiene escaneando
la intensidad de la radiacion IR antes y después de irradiar la muestra. Las interacciones de

la radiacion con la materia pueden ser estudiadas en términos de cambios en los dipolos de
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las moléculas asociados a vibraciones y rotaciones. Las vibraciones pueden ser debidas a

cambios en la longitud (estiramiento) o en el &ngulo (flexion) del enlace.

La Figura 9A presenta los espectros promedio sin procesar de las tres réplicas biologicas
independientes correspondientes a los biofilms de P. aeruginosa sin exposicion al plasma
(control). Las Figuras 9B, C, D y E muestran las segundas derivadas de dichos espectros.
La segunda derivada se realiza para mejorar la resolucion, facilitar la asignacion de bandas
y crear una huella dactilar que se pueda analizar mediante algoritmos de reconocimiento de
patrones (Helm et al., 1995; Wenning y Sherer, 2013). Los espectros de absorcion de FTIR
del biofilm mostraron las caracteristicas espectrales generales y los marcadores particulares
previamente reportados para biofilms de otras cepas de P. aeruginosa y otros biofilms de
bacterias gram negativas (Naumann et al., 1991; Nivens et al., 2001; Serra et al., 2007).
Las ventanas espectrales asociadas a los grupos funcionales de los biofilms se indican
como: i) W1 (3.000-2.800 cm™), region espectral asociada con lipidos; ii) W2 (1780-1480
cm™), indicativa del contenido de biomasa, ya que incluye la region Amida I (1780-1600
cm™) asignada a la absorcion del enlace >C=0 en proteinas, que también es sensible a
cambios en la conformacidn de la estructura secundaria de proteinas, y a la region Amida 1l
(1600-1480 cm™) debida al estiramiento del enlace C-N y a la flexion del N-H en péptidos
y proteina; iii) W3 (1500-1200 cm™), llamada region mixta, donde se observan bandas a
1450, 1402 y 1240 cmt, correspondientes a la flexion de los enlaces C-H y a estiramientos
simétricos de C-O, >C-O y >P=0 correspondientes a acidos grasos, proteinas y
carbohidratos que contienen fosforo; y iv) W4 (1200-900 cm™), region tipica de
carbohidratos (Helm et al.,1991; Naumann, 2000). El analisis de las modificaciones
quimicas y estructurales que ocurren cuando se tratan los biofilms con plasma se realizaran

respecto a las segundas derivadas de los espectros promedios de los biofilms control.
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Figura 9. Espectros de absorcion de FTIR de biofilms control de P. aeruginosa PAOL. A.

Espectros promedio de las réplicas bioldgicas independientes. Las ventanas espectrales

153



asociadas a los grupos funcionales de las biomoléculas se indican como W1, W2, W3 y
W4. B. W1, asociadas a lipidos (3000-2800 cm™). C. W2, correspondiente a absorcion de
proteinas  (1800-1500 cm™). D. W3, region mixta (1500-1200 cm?). E. W4,

correspondiente a carbohidratos (1200-900 cm™).

En la Tabla 1 se resume la asignacion tentativa de las bandas correspondientes a los grupos
funcionales. Las principales caracteristicas espectrales asociadas a los lipidos de membrana
celular se incluyen en W1, debido a estiramientos asimétricos y simétricos del >CH: de
acidos grasos; en W3 con la flexion del enlace C-H en CH»; y en W2 con una banda
asociada a la vibracion del estiramiento del >C=0O de grupos éster que se derivan
principalmente de fosfolipidos, y una oscilacion del >C-H del CH> del metileno (Naumann,
2000). Con respecto a la absorcion de los carbohidratos y otros contenidos de la matriz, en
la ventana W4 se incluyen las bandas tipicas debidas a los estiramientos del C-OH, a las
vibraciones de los anillos C-O-C y C-O en polisacaridos y a los estiramientos del C-P-O
(Nichols et al., 1985, Schmitt et al., 1995; Nivens et al., 2001; Naumann, 2000; Helm et
al., 1991). También se encontraron picos caracteristicos debidos al ADN correspondientes a
la vibracion del C-O-C y C-O-P en polisacéaridos, a grupos POz en acidos nucleicos y a
vibraciones del enlace fosfodiéster del ADN/ARN (Holman et al., 2009; Nivens et al.,
2001).

Es importante sefialar que bajo nuestras condiciones experimentales y con la cepa utilizada,
no se observaron las bandas reportadas para el alginato de la matriz del biofilm (Nivens et
al., 2001). Las bandas presentes en W1 y W4 confirman que bajo nuestras condiciones
experimentales la matriz del biofilms contiene Psl (Byrd et al., 2009). Ademas, se
encontraron otras bandas informadas para biofilms de P. aeruginosa y correspondientes a
otros componentes de la matriz, como bandas tipicas en el rango de 1480-1400 cm™
debidas a la absorcion de grupos carboxilatos, al estiramiento del C-O a 1450 cm™ vy a la

flexion del C-O del COO-, relacionadas con la presencia de LPS en la matriz.
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Tabla 1. Asignacion de bandas FTIR correspondientes a grupos funcionales.

Ventanay region Erecuencia
del espectro 1 Asignacion Referencia
3 FTIR (cm™)
(cm™)
3300-3100 3298 Estlrgmlgn_to N-Hy O-,H de 42,557
3283 polisacaridos y proteinas
2960 Estiramiento a,S|_metr|c0 C-H del -CH3 de 42,5
acidos grasos
Wl 2923 Estiramiento a,S|_metr|c0 C-H de >CHz de 42,5
Lipidos acidos grasos
3000-2800 2875 Estiramiento §|metr|co C-H de -CH3s de
acidos grasos
2852 Estiramiento simétrico del C-H de -CH2 | 42,5, 57,
de acidos grasos 46, 32, 52
1745 Estiramiento C=0 en esteres y iones 42 5
1715 carboxilatos ’
1742 Estiramiento >C=0 en esteres 5
Estiramiento 1695-1675: B-
>C=0y Antiparalela
i flexion C—N - - B-Gi
B el
mida |l y péptidos. - : a-Hélice
1780-1480 c donforma,‘c'on 1635-1625: B-Lamina
e proteinas
Amida Il Flexion N-H y estiramiento C—N de
1540 péptidos y proteinas
W3 1450 Flexion C-H de CH. y CH3 42.5
Regién mixta Estiramiento simétrico >C=0 de grupos 42 46. 32
1402 COO- desprotonados y flexién C-O del R
1500-1200 COoO- 52
1240 Estiramiento asimétrico P=0 del PO2 24 45 5,
del ADN/ARN 52
W4 1175 ) ) ) » )
Carbohidratos 1117 Estiramiento C-OH, wprac[orj anillo C— 43, 52, 45,
O-C y C-0 en polisacaridos y 42 23
1200-900 1084 estiramiento C-P-O :
1043
860 a- enlace glicosidico 56
900-700 800 B- enlace glicosidico 56
720 Flexion "rocking” C-H del CH: 42
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Se analizé el efecto general del plasma sobre los biofilms de P. aeruginosa comparando las
segundas derivadas de los espectros normalizados en todo el rango IR, de los biofilms
obtenidos después de diferentes periodos de exposicion al plasma. Se realiz6 un analisis
jerarquico de “cluster” de las segundas derivadas de los espectros normalizados y se
construyd el dendrograma (Figura 10). Se encontraron dos grupos principales: uno
formado por el biofilm control y el tratado durante 3 min, aunque separados entre si; y otro
formado por el biofilm tratado durante 30 min, claramente separado. Este analisis mostrd
que la composicion quimica de los biofilms se modifica luego del tratamiento con plasma,
presentandose el mayor impacto después de 30 min de exposicion al mismo. Los cambios
ocurrieron en la biomasa (W2 y W3), las membranas celulares (principalmente cubiertas
por W1) y la matriz, incluyendo carbohidratos, LPS y ADN (W1 a W4).

Heterogeneidad

o U A W N B g
S & & & o o
| [

Control 1
Control 2
Control 3

3min-1

3min-2

3min-3
30min-1
’—[ 30min-3

30min-2

Figura 10. Analisis jerarquico de “cluster” de las segundas derivadas de los espectros
normalizados correspondientes a biofilms de P. aeruginosa tratados con plasma durante
diferentes tiempos de exposicion. La distancia espectral se calculd utilizando el “scaling to
first range” en los siguientes rangos espectrales: 3000-2800, 1800-1550, 1500-1250 y 1200-
900 cm™. El dendrograma fue construido utilizando el algoritmo de Ward.

Para realizar un analisis mas profundo del efecto del plasma sobre la biomasa y las

proteinas del biofilm, se estudiaron las caracteristicas espectrales de las regiones amida I (~
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1650 cm™), que proporciona informacién sobrela conformacion de las proteinas; y amida |1
(~ 1540 cm™), que junto con la amida | se consideran marcadores de biomasa (Haris y
Severcan, 1999; Naumann, 2000). La banda amida | es particularmente sensible a la
estructura secundaria de las proteinas, se basa en los diferentes entornos del enlace de
hidrégeno para hélices a, laminas B paralelas y antiparalelas, giros y conformaciones
desordenadas. A través de esta banda es posible evaluar las alteraciones en las proteinas
mediante cambios en la contribucion de cada conformacion. Aunque existen algunas
dificultades y limitaciones para diferenciar la contribucion de cada conformacion dentro de
la estructura secundaria global de las proteinas, la aplicacion de la técnica de la segunda

derivada permite llevar a cabo el estudio (Miller et al, 2013, Beyler y Susi, 1986)

Se presentaron diferencias significativas entre las contribuciones de los picos de las bandas
amida | y Il de los espectros promedio de los diferentes tratamientos (0, 3 y 30 min de
exposicion al plasma) (Figura 11). En biofilms de P. aeruginosa, la conformacion de
proteinas que contribuyen a las bandas de amida son principalmente una combinacion de
hélices o y laminas P a aproximadamente a 1655 y 1630 cm™, respectivamente. Sin
embargo, se observd una disminuciéon en la intensidad del pico correspondiente a la
conformacion de laminas B (1635-1625 cm™) a mayor tiempo de exposicion al plasma.
Ademas, mientras que las laminas  disminuyeron, aumentaron las bandas correspondientes
a los giros B (1670-1666 cm™) y a 1aminas P antiparalelas (1695-1675 cm™) (Figura 11A).
Se detectaron desplazamientos de las bandas de carbonilo que corresponden a
transformaciones conformacionales, principalmente entre hoja B y hoja 3 antiparalela. Estos
cambios en la estructura secundaria de las proteinas después de la exposicion al plasma
podrian explicarse debido a que en la estructura de ldminas [ antiparalelas el
empaquetamiento de la cadena tiene una menor energia total, y la alineacion de los dipolos
dipéptidos es mas favorable que en las laminas 3 paralelas (Chou et al., 1982). Por lo tanto,
bajo el tratamiento con plasma, las estructuras de las laminas [ paralelas parecen cambiar a
giros B y laminas f antiparalelas, produciendo una estructura estable “stiper-secundaria”
que se repite regularmente y que esta relacionada con la desnaturalizacion de proteinas
(Santos, 2009).
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El efecto del plasma sobre la biomasa del biofilm se pudo observar a través de los cambios
de en la region amida Il. El dendrograma realizado con los espectros normalizados de las
regiones amida | y I, mostré que la exposicion al plasma produce desnaturalizacion o
agregacion de proteinas y modificacion en el contenido de biomasa, principalmente después
de 30 min de tratamiento (Figura 11B). En el analisis jerarquico de “clusters” se
encontraron dos grupos principales, donde el biofilms control y tratado durante 3 min no se
diferenciaron claramente, sugiriendo que no hay diferencias entre la estructura de las
proteinas y la biomasa a tiempos cortos de exposicion al plasma. Ademas, las
modificaciones en la regién amida permitieron inferir que en los tiempos largos de
exposicion al plasma se presenté mayor dafio o modificacion en las células del biofilm.
Estos resultados concuerdan con las imagenes del SEM (Figura 6), donde no se observan
dafos significativos sobre las células tratadas durante 3 min con plasma, pero si sobre las
tratadas durante tiempos largos; ademas, soportan otras investigaciones en las que la
inactivacion completa del biofilms ocurre después de exposiciones méas prolongadas al
plasma (Vandervoort y Brelles-Marifio, 2014; Khan et al., 2016).
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Figura 11. Efecto del plasma sobre las proteinas. A. Segunda derivada normalizada
vectorialmente de los espectros promedio del biofilm control (linea negra) y tratado con
plasma durante 3 (linea azul) y 30 min (linea roja) en la region amida (W2, 1750-1550 cm’

1). B. Andlisis jerarquico de “cluster” de la segunda derivada de los espectros normalizados.
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La distancia espectral se calculd utilizando el “scaling to first range” en la regién amida
(1669-1697 y 1633-1661 cm™). El dendrograma fue construido utilizando el algoritmo de
Ward.

Por otro lado, es importante destacar que mediante la espectroscopia FTIR también se
obtuvo informacion referida al efecto del plasma sobre la matriz del biofilm. Se observo
una alteracién quimica y estructural en los carbohidratos (Figura 12). El dafio en el Psl
causado por el tratamiento con plasma se evidencio debido al aumento en la absorbancia de
los grupos funcionales caracteristicos de la ramnosa (CH en CHs a 2874 cm™ y C-O-C a
1044 cm™) y de la D-manosa y D-glucosa (C-O-C en W4), que estan ocultos en la
estructura helicoidal del Psl y parecen estar expuestos después del tratamiento con plasma
(Figura 12A). El andlisis jerarquico de “clusters” de la segunda derivada de los espectros
en W4 y la banda del CHz mostré las variaciones globales en la estructura de los
polisacéridos producidas a los 3 y 30 min de exposicion al plasma (Figura 12B). En el
dendrograma se observan dos grande grupos, en los cuales se separan claramente los
biofilms control de los tratados durante cortos y largos tiempos de exposicion al plasma.
Esta disminucion desde los primeros minutos de tratamiento también se observé en la
relacion de areas de matriz/células en la Figura 5. Estos resultados evidencian que el efecto
del plasma sobre los polisacaridos de la matriz se presenta desde tiempos de exposicion
cortos, por lo que se podria proponer que la degradacion de la matriz es uno de los primeros

mecanismos de accion.
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Figura 12. Efecto del plasma sobre los carbohidratos. A. Segunda derivada normalizada
vectorialmente de los espectros promedio del biofilm control (linea negra) y tratado con
plasma durante 3 (linea azul) y 30 min (linea roja) en la region W1 (3000-2800 cm™) y W4
(1200-900 cm™). B. Analisis jerarquico de “cluster” de la segunda derivada de los espectros
normalizados. La distancia espectral se calculd utilizando el “scaling to first range” en la

region 2880-2870 y 1200-900 cm™. El dendrograma fue construido utilizando el algoritmo
de Ward.

Previamente se informd que el dafio al ADN debido a la luz UV no se refleja directamente
en la intensidad de las bandas asignadas a esta macromolécula (2950, 1963, 1220 y 1067
cm™) (Naumann, 2000). Investigaciones anteriores mostraron que una alta cantidad de
ADN intracelular es liberado del citoplasma debido al dafio a la membrana celular generado
por el plasma, lo que interfiere en el analisis de las bandas (Khan et al., 2016). Ademas, las
modificaciones en las bandas de fosfato también son dificiles de observar debido a las
numerosas bandas superpuestas en la region del ADN (Quiles et al., 2016). No obstante,

fue posible observar un dafio general del ADN a través de cambios en las caracteristicas de
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la segunda derivada de los espectros en la region 1500-1300 cm™ (W3) después de la
exposicion al plasma. Estos cambios fueron particularmente significativos en los picos
1464, 1396 y 1302 cm™, que se reportaron previamente para el fotodafio de los
oligonucleodtidos de timina (Schleicher et al., 2005). En ¢l analisis jerarquico de “clusters”
se encontraron dos grupos principales, uno compuesto por el biofilm control y tratado
durante 3 min y otro por el biofilm tratado durante 30 min; sugiriendo que no hay efecto del
plasma sobre el ADN a tiempos cortos de exposicion (Figura 13). Estos resultados
concuerdan con lo encontrado en la curva de supervivencia del biofilm de P. aeruginosa
tratado con la radiacion UV generada por el dispositivo DBD de plasma (Figura 12 del
Capitulo 2), donde el biofilm control y tratado durante 3 min de exposicion a la luz UV no
presentaron diferencias significativas en el conteo de UFC/mL, y se presentd una

disminucion del 47.06% de las UFC/mL a los 30 min de exposicion a esta radiacion.
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Figura 13. Efecto del plasma sobre el ADN. Analisis jerarquico de “cluster” de la segunda
derivada de los espectros normalizados. La distancia espectral se calculd utilizando el

“scaling to first range” en la regién 1500-1200 cm™. El dendrograma fue construido
utilizando el algoritmo de Ward.
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4. CONCLUSION

Se observaron cambios morfoldgicos secuenciales en la matriz durante el tratamiento con
plasma, siendo nuestros resultados concordantes con lo reportado en la literatura, en la cual
se ha informado reduccion gradual de las EPS de la matriz del biofilm al aumentar los
tiempos de exposicion al plasma. Se presentaron cambios en la composicion quimica y
estructural del biofilm al ser tratados con plasma, mostrando los mayores cambios a
mayores tiempos de exposicion. En el presente trabajo, encontramos que el eDNA podria
actuar como barrera protectora del biofilm frente a la exposicion al plasma, ya que al

degradar este ADN aumento la eficiencia de inactivacion del tratamiento.
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CARACTERIZACION DE UNA FUENTE DBD COAXIAL DE PLASMA FRIO A
PRESION ATMOSFERICA OPERADA EN AIRE

RESUMEN

Los plasmas no térmicos generados a presion atmosférica mediante descargas en gases o
plasmas frios a presion atmosférica, son fuentes de particulas cargadas (electrones y iones),
radicales, atomos y moléculas excitadas, radicales y radiacion UV. En el presente capitulo
se muestran los resultados correspondientes a la caracterizacion de la fuente de plasma
DBD utilizada para la erradicacién de biofilms de P. aeruginosa. Ademas, se proponen
nuevas condiciones experimentales para generar diferentes tipos de plasma que se podrian
utilizar en futuros estudios de erradicacion de biofilms. De este modo, haciendo uso de
técnicas de Espectroscopia de Emision Optica (OES, sigla del inglés “Optical Emission
Spectroscopy”), se estudiaron los plasmas generados utilizando diferentes composiciones
del gas soporte de la descarga, como aire humedecido, seco, ambiental circundante y argén;

distintos flujos de gas y diferentes voltajes aplicados.

Los espectros de emision permitieron conocer las distintas especies excitadas del plasma y
la dependencia de sus densidades de poblacion relativas con las condiciones
experimentales. Al ser éste un plasma generado en aire ambiental circundante o sobre un
gas conteniendo aire, las principales especies detectadas fueron las moléculas de nitrégeno,
aungue también se detectaron iones moleculares de nitrégeno en pequefia cantidad en los
plasmas generados en aire. En aquellos casos en que el gas soporte de la descarga fue
mayoritariamente argon, se pudieron detectar también atomos excitados de argon y de
oxigeno, asi como especies OH. Por otra parte, las técnicas OES permitieron ademas medir
la temperatura del gas en el plasma, a partir tanto del ensanchamiento de determinadas
lineas atomicas, como de la simulacion de espectros vibro-rotacionales de especies
diatomicas de nitrogeno. Ademas, la temperatura del gas efluente del dispositivo también
fue medida mediante una camara de infrarrojo (IR). Es importante comprobar que esta
temperatura se mantuvo inferior a 40°C, ya que en el presente trabajo de tesis es

imprescindible asegurar que la inactivacién de los biofilms se da por las especies activas
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del plasma y no por la temperatura. En este capitulo ademas de la caracterizacion
espectroscopica, se determinaron algunas de las especies quimicas formadas por este
plasma, como perdxido de hidrogeno, nitritos y 0zono; que pueden desencadenar procesos

de inactivacion microbiana en la zona de la posdescarga donde se trataron los biofilms.

1. INTRODUCCION

Un plasma es un gas total o parcialmente ionizado compuesto por electrones, iones, atomos
y moléculas neutras, radicales y fotones; todos ellos son especies activas capaces de inducir
diferentes fendmenos fisicos y reacciones quimicas. Dependiendo del tipo de aporte de
energia y de las cantidades de energia transferidas al plasma, las propiedades del mismo
cambian en términos de densidad electronica y temperatura. De forma general, los plasmas
se dividen en dos grandes categorias, los plasmas térmicos y los plasmas no térmicos o
plasmas frios. A la primera categoria pertenecen aquellos plasmas cuyos componentes
como electrones y particulas pesadas (iones, atomos y moléculas neutras) tienen la misma
temperatura. Por otra parte, los plasmas no térmicos estan caracterizados por tener
temperaturas diferentes para los electrones (Te, temperatura electronica) y para el resto (Ty,
temperatura del gas), siendo Te>>Tgy (Bogaerts et al., 2002). La reactividad de estos plasmas
frios procede de la alta energia de sus electrones, mientras que los iones, atomos y
moléculas neutras, mantienen una temperatura de gas relativamente fria. En las Gltimas dos
décadas el desarrollo de fuentes de plasma frio que operan a la presion atmosférica se ha
incrementado. Ademas de la facilidad de manejo derivada de trabajar a presion atmosférica,
su bajo consumo de potencia y su capacidad para inducir procesos fisicos y quimicos a
temperaturas de gas relativamente bajas, son propiedades que los hacen muy atractivos

desde un punto de vista aplicado.

Recientemente, se han desarrollado fuentes de plasma con temperaturas de gas incluso
inferiores a 40 °C, lo que ha acercado su uso al campo bioldgico. Los plasmas frios, son una
nueva tecnologia de esterilizaciéon con un enorme potencial debido a su alta eficiencia,

minimos efectos secundarios y a la mezcla de agentes activos con capacidad
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antimicrobiana. Estos plasmas, han evolucionado rapidamente como tecnologia para la
descontaminacion  microbiana en superficies, dispositivos médicos, materiales
termosensibles, aguas residuales, tecnologia de envasados y superficies de alimentos
frescos y procesados (Afshari y Hosseini, 2013; Alkawareek et al., 2012a; Bourke et al.,
2017a; Rowan et al., 2007). La mayoria de los trabajos se han centrado en el estudio de los
efectos del plasma sobre las células bacterianas planctonicas o esporas. Recién a mediados
de la década pasada, se comenzd a investigar la inactivacion de biofilms mediada por
plasma (Becker et al., 2005; Allesen-Holm et al., 2006; Abramzon et al., 2006; Joaquin et
al., 2009; Zelaya et al., 2010, 2012; Alkawareek et al., 2012b; Vandervoort y Brelles-
Marifio, 2014; Ziuzina et al., 2014, 2015; Mai-Prochnow et al., 2015; Gabriel et al., 2016;
Lunov et al., 2016; Ben Belgacem et al., 2016; Modic et al., 2017).

Desde el primer reporte de su aplicacion como agente antimicrobiano (Menashi, 1968), se
han investigado las descargas més efectivas y la densidad de potencia minima necesaria
para la erradicacion microbiana, los procesos fisicos, quimicos y biolégicos responsables de
la esterilizacion, y el tipo de gas para una aplicacion en particular, entre otras (Ehlbeck et
al., 2011; Laroussi, 2002; Laroussi et al., 2000; Lee et al., 2006; Moisan et al., 2001). En el
plasma, los agentes activos producidos dependeran de los parametros de generacion de la
descarga, como de la composicién del gas, caudal del flujo, humedad, temperatura y
propiedades de excitacion. La mayoria de las especies reactivas son formas activas de
moléculas y atomos de oxigeno (ROS), como oxigeno atémico, anién superéxido (O2) y
ozono (O3); especies reactivas del nitrégeno (RNS), como nitrégeno atémico, nitrégeno
excitado, 6xido nitrico (NO), peroxinitrito (OONO"), nitritos (NO2) y nitratos (NO3); vy si
hay humedad se puede generar HO", OH", OH" y peroxido de hidrégeno (H20). Estas
especies neutras que contienen oxigeno y nitrégeno, comdnmente conocidas como RONS
(siglas del inglés “reactive oxygen and nitrogen species”), son altamente reactivas y
capaces de producir fuertes efectos oxidativos y nitrosativos sobre las estructuras celulares
(Graves, 2012), aunque el rol de cada agente antimicrobiano y el proceso de inactivacion
aun no estan claros y siguen en estudio (Graves, 2012; Moisan et al., 2001, 2009; Yousfi et
al., 2014).
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En los Capitulos 2 y 3, se presentaron los efectos de una nueva fuente DBD coaxial de
plasma generada en aire ambiental circundante y aire humedecido sobre biofilms de P.
aeruginosa crecidos sobre cupones de acero inoxidable, medio AB vy cultivo continuo. El
plasma de aire humedecido presentd una cinética de inactivacion mas rapida del biofilm
respecto del plasma generado en aire circundante. Se determind que, para ambas
condiciones de generacion de plasma, 15 min de tratamiento con plasma resultd en una
disminucion de 5.6 unidades logaritmicas de UFC/mL (>99.999% de eficacia de
erradicacion). Aunque, fue necesario un tratamiento de 30 min con plasma para erradicar
completamente los biofilms, ya que a tiempos mas cortos de exposicion conservan la
viabilidad y la virulencia incluso en el caso de falta de cultivabilidad celular. La mayor
eficacia del plasma generado en aire humedecido fue atribuida a la posible presencia de las
RONS. La fuente DBD coaxial de plasma generado en aire presentada en este trabajo
demostré ser una herramienta Util y eficaz para la inactivacion de biofilms de P.

aeruginosa.

Es importante identificar las distintas especies excitadas en el plasma y medir su densidad
de poblacién relativa, para controlar su aplicaciéon y tratar de dilucidar los posibles
mecanismos de accion. Por otra parte, una determinacion fiable de la temperatura del gas en
el plasma es crucial cuando el plasma frio se utiliza para el tratamiento de muestras vivas y
de materiales termosensibles. Las técnicas de OES se emplean comUnmente en la
caracterizacion de plasmas dado su caracter no invasivo y su facilidad de implementacion.
Estas técnicas estdn basadas en el estudio de la radiacion UV-visible-infrarrojo cercano
emitida por las especies mono y diatdmicas excitadas en el plasma, y permiten determinar
algunos de los parametros caracteristicos del mismo, como la cantidad de especies
excitadas en el plasma, asi como la temperatura del gas en el mismo. Estas técnicas deben
adecuarse a las condiciones especificas de densidad electronica, temperatura de gas y
temperatura electronica de cada tipo de plasma.

Con el fin de tratar de dilucidar los posibles mecanismos que condujeron a la inactivacion
del biofilm de P. aeruginosa en los estudios presentados anteriormente, el objetivo del

presente capitulo fue caracterizar la descarga de plasma DBD utilizando técnicas de OES
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adecuadas. Las condiciones experimentales estudiadas en la caracterizacion
espectroscopica del plasma fueron mucho més amplias que las analizadas en los capitulos
anteriores, con el objetivo de poder entender el comportamiento del nuevo dispositivo DBD
desarrollado y de proponer nuevas condiciones para generar diferentes tipos de plasmas que
puedan utilizarse en futuros estudios de erradicacién de biofilms. De este modo, se
caracterizaron los plasmas generados utilizando diferentes composiciones del gas de
alimentacion de la descarga y distintos flujos de gas y voltajes aplicados. Cabe esperar que
la quimica de los radicales libres, &tomos y moléculas excitadas del plasma desempefien un
papel primordial en la generacion de las especies reactivas que interacttan con el biofilm y

conducen a su inactivacion.

La diagnosis espectroscopica del plasma mediante técnicas de OES se llevo a cabo en la
Universidad de Cérdoba, Espafia, en el Laboratorio de Tecnologia de Plasma y Energias
Renovables, bajo la tutela de la Dra. Maria C. Garcia Martinez, profesora titular de dicha
universidad y gracias a una beca de movilidad adjudicada por la AUIP (Asociacion

Universitaria Iberoamericana de Posgrado)

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Dispositivo de generacion de plasma de descarga de barrera dieléctrica (DBD)

Se produjo un plasma de descarga de gas a presion atmosférica usando una configuracion
coaxial DBD como se describe en el Capitulo 2 seccion 2.2. Como fuente de alimentacion
de corriente alterna se utilizaron dos transformadores de 10 kV, 75 mA y 50-60 Hz
(transformadores comerciales empleados para la alimentacion de pantallas o letreros
luminosos de neodn) conectados en paralelo como se muestra en la Figura 1, que
proporcionan un voltaje maximo de hasta 20 kV. Dicha fuente se conectd a un
autotransformador variable (Variac) para controlar la amplitud del voltaje de

funcionamiento.
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En el presente capitulo se estudiaron, por un lado, los plasmas generados utilizando aire
como principal gas de alimentacion en tres situaciones diferentes: (i) aire ambiental
circundante, (ii) utilizando un flujo de aire sin humidificar (seco) y (iii) un flujo de aire
humidificado. Por otra parte, se caracterizaron los diferentes plasmas generados en
descargas en las que el argdn se empled como gas principal, o argén mezclado con
diferentes proporciones de aire. Asimismo, se estudiaron los plasmas generados en distintas
condiciones de voltaje aplicado (16 y 20 kV) y de flujo de gas soporte (1, 2 y 3 L/min).

2.2. Dispositivo experimental para la diagnosis OES

El dispositivo DBD coaxial de plasma frio a presién atmosférica se colocé a 2.5 cm de la
rendija de entrada de un espectrémetro tipo Czerny-Turner de 1 m de distancia focal,
equipado con una red hologréafica de difraccion de 1200 ranuras/mm, como se muestra en la
Figura 1. Como detector de la luz emitida por el plasma y dispersada en el espectrémetro,
se utilizaron dos tubos fotomultiplicadores, uno con sensibilidad en el margen espectral
comprendido entre 300 y 900 nm (fototubo visible) (Hamamatsu R636-10) y otro con
sensibilidad entre 200 y 500 nm (fototubo UV) (Hamamatsu R212). En los espectros de
emision detectados, las bandas moleculares fueron identificadas segun la longitud de onda
donde se encontraba la cabeza de la banda (Pearse y Gaydon, 1963). Para la identificacion
de las lineas atdmicas se utilizé la base de datos publicada por el NIST (sigla del inglés
“National Institute of Standards and Technology™)
(https://physics.nist.gov/PhysRefData/ASD/lines_form.html).
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Figura 1. Esquema del ensamblado final del sistema experimental.

Para el registro de los espectros de emision se utilizaron rendijas de entrada y salida del
espectrometro de 37, 87 y 137 um de apertura. La intensidad de las lineas atomicas y de las
cabezas de las bandas moleculares (proporcional a la cantidad de especies atomicas y
moleculares excitadas en el plasma, respectivamente), asi como los ensanchamientos de las
lineas atémicas se determinaron mediante el uso del programa MicrocalOrigin 6.0.
Microsoft®. La temperatura del gas se determiné ajustando los espectros de las bandas
vibro-rotacionales experimentales con los simulados con el software libre Massive OES
(Vora¢ et al., 2017a, 2017b). La temperatura del gas también se determiné a través del
estudio del ensanchamiento colisional de la linea Ar | 810.37 nm (Rodero y Garcia, 2017).

2.3. Determinacion de la temperatura en el gas efluente del plasma por infrarrojo

Se tomo la temperatura del gas efluente del plasma con una cdmara infrarroja (FLIR 17).
Las fotografias tomadas con este dispositivo muestran la temperatura de la zona donde se
ubica el cursor. La camara se fijé a 17 cm del dispositivo de plasma, el cursor se ubicé
entre los dos electrodos como se muestra en la Figura 2 y se tomaron cuatro fotografias del
plasma operado en aire humedecido, seco, ambiental y argon a un flujo de 1 L/min.

Ademas, para todas las condiciones se operé el dispositivo de plasma a 16 y 20 kV. Estas
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temperaturas fueron comparadas con las temperaturas del gas calculadas por el ajuste de los

espectros de las bandas vibro-rotacionales experimentales con los simulados.

7

Figura 2. Dispositivo de plasma (A) y fotografia infrarroja del dispositivo (B).

2.4. Determinacion de oxidantes totales en el gas efluente del plasma

La determinacion de los oxidantes totales en el gas efluente del dispositivo de plasma se
realiz6 siguiendo el protocolo de Vowles y Connell (2013). Se prepar6 una solucion
absorbente oxidante de Kl disolviendo 6.8 g de KH2PO4, 7.1 g de Na2HPO4 y 5 g de Kl en
500 mL de agua destilada. Dicha solucion se dejé estabilizar durante 24 hs antes de su uso
y se almacend en un recipiente opaco bajo refrigeracion. Se afiadieron 10 mL de esta
solucidn a dos frascos borboteadores de 30 mL de capacidad, los cuales se conectaron a una
bomba de aspiracion con un flujo entre 1-2 L/min para burbujear los gases del ambiente a
través de la solucién oxidante de KI, como se muestra en la Figura 3. Las entradas de los
frascos borboteadores se dispusieron a 4 mm de distancia del dispositivo de generacion de
plasma operado en aire humidificado a 1 L/min y la toma de la muestra se realiz6 durante

23 min.
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Figura 3. Dispositivo de generacion de plasma dispuesto a 4 mm de distancia de dos
frascos borboteadores con la solucion oxidante de Kl y conectados a una bomba de

aspiracion.

Finalmente, se midié la capacidad del plasma de oxidar el Kl a I, determinando la
densidad optica a 352 nm de la cantidad de 13" producido. Ya que el Oz es el oxidante mas
importante en términos cuantitativos, los resultados se expresaron en concentracion del

mismo. La reaccion que sirvio de base en esta determinacion fue la siguiente:

O:+21'+2H"—> I+ O + H,O (D)
L+ 1> I3 (2

Se realizd una curva de calibracion para determinar la concentracion de Os. Se prepard una solucion
estandar de 20 ppm de I en 100 mL de agua destilada y se realizaron diluciones aforando 1, 2, 3, 4
y 5 mL de la solucién anterior a 10 mL de agua destilada. Las concentraciones se expresaron en

ug/mL de Oz de acuerdo con la estequiometria 1:1 de Os/ls.

El célculo de oxidantes totales se realizé con la siguiente ecuacion:
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. Suma de los de O3 en los dos borboteadores
Oxidantes totales (%) = P9 22 s 3

Volumen del aire muestreado

Donde el volumen del aire muestreado es:
Volumen de aire (m3) = Velocidad de flujo (ﬁ) x Tiempo (min) x 1073 (4)

2.5. Medicién semi-cuantitativa de perdxido de hidrdgeno, nitrato y nitrito generados

en el gas efluente del plasma

En este trabajo se realiz6 una medicion semi-cuantitativa del peroxido de hidrégeno
(H202), nitrato (NO3") y nitrito (NO2") generados en el gas efluente del plasma operado en
un flujo de aire humedecido y seco de 1 L/min y en aire ambiental circundante. Para ello, se
utilizaron tiras reactivas de Quantofix®peroxides y Nitrate/Nitrite test sticks (Macherey-
Nagel, GmbH & Co). Las tiras se dispusieron enfrente del dispositivo a una distancia de 4
mm durante 1 min, pasado este tiempo se agregd una gota de agua destilada sobre la
almohadilla y se siguieron las instrucciones de uso de cada una de ellas. En presencia de
H-O2, la almohadilla reactiva se tornara azul en una escala de colores que indica las
concentraciones 0, 0.5, 2, 5, 10, 25 mg/L de H20.. En presencia de iones de NOgz", la
almohadilla reactiva en la punta de la tira se tornara violeta rojizo en una escala de colores
indicando las concentraciones 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 mg/L de NOs"; mientras que en
presencia de iones de NO>, la segunda almohadilla reactiva se tornard violeta rojizo en una
escala de colores que indica las concentraciones 0, 1, 5, 10, 20, 40, 80 mg/L de NO;".
Como control, se dejaron las tiras reactivas expuestas al aire de la habitacién durante 1 min

y se siguid el mismo procedimiento.

Aunque estas tiras reactivas estan disefiadas para medicion de especies reactivas en agua y,
por tanto, la escala de colores de las concentraciones no aplicaria a nuestro caso de estudio,
son de utilidad para indicar de forma semi-cuantitativa la presencia o ausencia de la
correspondiente especie reactiva y para comparar entre las diferentes condiciones de

operacion del dispositivo de plasma.
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2.6. Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA). La normalidad se contrastd mediante el test de

Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad por el test de Levene. La comparacion entre

medias se realizd mediante el test de Tukey (0=0.05). Se utilizo el software STATISTICA
de la compafiia Statsoft® (Copyright © StatSoft, 2011).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Especies excitadas en el plasma dependiendo del gas de alimentacién

3.1.1. Plasmas generados en aire

En la Figura 4 se muestran los espectros de emision entre 200 y 500 nm correspondientes a

los distintos plasmas generados en aire aplicando un voltaje de 20 kV. Para los plasmas

generados con aire hiumedo y seco el flujo de gas utilizado fue de 1 L/min.
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Figura 4. Espectro de emision de un plasma generado en aire himedo 1 L/min (linea roja),

aire ambiental circundante (linea azul oscuro) y aire seco 1 L/min (linea azul claro).

Barrido entre los 200 y 500 nm utilizando el fototubo UV

179



En los espectros de las tres condiciones evaluadas, se observo la presencia de bandas vibro-
rotacionales del segundo sistema positivo de la molécula N. correspondientes a las
transiciones entre los niveles C3II—B°I1. Asimismo, se detecté una muy débil emision del
primer sistema negativo de los iones moleculares Nz* (transicion B?L*,—X2%*), que

demuestra la presencia de iones excitados en este plasma

Al objeto de poder observar bandas de menor intensidad y buscar mas detalladamente, se
seleccionaron regiones mas pequefias del espectro comprendidas entre los 200 y 300 nm
(Figura 5), 300 y 400 nm (Figura 6) y entre 400 y 500 nm (Figura 7). En la Tabla 1 se
recogen las caracteristicas espectroscopicas de las especies excitadas observadas en estas

figuras.
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Figura 5. Bandas de emision vibro-rotacionales del N2, de un plasma operado en aire
himedo 1 L/min (linea roja), aire ambiental circundante (linea azul) y aire seco 1 L/min
(linea azul clara). Barrido entre los 200 y 300 nm utilizando el fototubo UV.
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Figura 6. Bandas de emisidon vibro rotacionales del N2 y N»*, de un plasma operado en aire
hdmedo 1 L/min (linea roja), aire ambiental circundante (linea azul) y aire seco 1 L/min

(linea azul clara). Barrido entre los 300 y 400 nm utilizando el fototubo UV.
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Figura 7. Bandas de emision vibro-rotacionales del N2, de un plasma operado en aire
himedo 1 L/min (linea roja), aire ambiental circundante (linea azul) y aire seco 1 L/min

(linea azul clara). Barrido entre los 400 y 500 nm utilizando el fototubo UV.
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Tabla 1. Caracteristicas espectroscopicas de las especies excitadas observadas entre los 200

y 500 nm.
Especie | A (nm) | Transicion | Eu (eV) Eszem A (nm) | Transicion | Eu (eV)

295.32 | CIy—B%y | 11.1 N, 375.54 | C31,—B% 111
296.2 | CI,—B%My | 11.1 380.49 | C,—B%y | 11.1
297.68 | C3lIy—BIy | 11.1 N2* 391.44 | BZZ,—X%g4t 18.9
311.67 | Cll,—B%y | 11.1 394.3 | Cl,—B3y 111
313.6 | CI,—B%y | 11.1 399.84 | C°I,—B°I, 111

N, |315.93|C3,—B%y| 11.1 405.94 | CIL,—Bly | 11.1
337.13 | CI,—B%y | 11.1 420.05 | C°I,—B3I, 111
353.67 | CII,—B%y | 11.1 \: 426.97 | C°I,—BI, 111
357.69 | CI,—B%y | 11.1 434.36 | C°I,—B°I, 111
367.19 | C’lI,—B%y | 11.1 457.43 | C3,—B% 111
371.05 | CI,—B%y | 11.1

Para las tres condiciones evaluadas, se escogié la banda vibro-rotacional mas intensa de N2

situada en 337.13 nm para comparar la intensidad de emisién y la cantidad de las especies

excitadas de N2 (Figura 8). De este modo, se realizaron barridos espectrales entre los 330 y

340 nm, a partir de los cuales se observo una mayor cantidad de especies excitadas de N2en

el plasma operado en aire humedecido, seguido por el operado en aire ambiental.

Finalmente, la menor intensidad de las especies se presento en el caso de aire seco.

Por otra parte, la intensidad de emision del ion N2>" fue mayor en el plasma operado en aire

humedecido, pero en este caso, el aire seco presenté mayor intensidad que el ambiental

(Figura 9).
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Figura 8. Banda de emision vibro-rotacional del N2 del segundo sistema positivo, de un
plasma operado en aire himedo 1 L/min (linea roja), aire ambiental circundante (linea azul)
y aire seco 1 L/min (linea azul clara). Barrido entre los 330 y 340 nm utilizando el fototubo
uv
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Figura 9. Bandas de emision vibro-rotacionales del N2, de un plasma operado en aire
humedecido 1 L/min (linea roja), aire ambiental circundante (linea azul) y aire seco 1

L/min (linea azul clara). Barrido entre los 386 y 396 nm utilizando el fototubo UV.
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De este modo, se detecté una mayor densidad de especies excitadas en el plasma generado
con el aire humedecido. Este comportamiento se podria deber al aumento de la
conductividad superficial de los dieléctricos provocado por la humedad, que tiene como
resultado la aparicion de micro-descargas de mayor intensidad de corriente (Kogelschatz,
2003). Por otra parte, no se encontraron en los espectros bandas vibro-rotacionales de las
especies excitadas de OH, NO o NH, que se encuentran entre los 306 a 312 nm, 200 y 300
nm y 336 y 337 nm; respectivamente. Esto posiblemente se deba a que en los plasmas de
aire que contienen humedad en mayor o menor grado, como los estudiados en nuestro caso,
los radicales OH, NO y NO> répidamente se convierten en HNO2 y HNOs; y ademas, los
radicales hidroxilo también se recombinan rapidamente para formar peroxidos
(Kogelschatz, 2003).

En la Figura 10 se muestran los espectros registrados en el margen de longitudes de onda
comprendido entre 500 y 940 nm. En dicha region, en ninguna de las tres condiciones
evaluadas para generar el plasma, se detectd la presencia de lineas atdmicas o de bandas
vibro-rotacionales esperadas para un plasma de aire, como pudieran ser las emisiones de los
tripletes de oxigeno atomico situados en 777 nm y 844 nm, las bandas del primer sistema
negativo del N2, las lineas atdmicas del nitrégeno en la regién entre los 700 y 850 nm, o la
emisién de los iones moleculares de oxigeno, O2", ubicada en la region entre los 520 y 650

nm (Pearse y Gaydon, 1963).
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Figura 10. Espectro de emision de un plasma operado en aire himedo 1 L/min (linea roja),
aire ambiental circundante (linea negra) y aire seco 1 L/min (linea azul). Barrido entre los

500 y 940 nm utilizando el fototubo visible.

En nuestro caso, la presencia casi exclusiva de las bandas del N2, y la ausencia de especies
excitadas de 4tomos de N, indican que la energia de la descarga en este dispositivo DBD
operado en aire se empled principalmente en la excitacion de los niveles vibracionales de
las moléculas de nitrogeno, y apenas se utilizé en la disociacién del N2 (Kogelschatz,
2003). Como veremos posteriormente en las ecuaciones 8-14, estos estados moleculares
excitados del N2 juegan un papel importante en la produccion del ozono que se esta

generando en la descarga.

Es importante aclarar que las técnicas de OES so6lo permiten detectar las especies mono y
diatomicas del plasma (como O, OH, NO) que estén lo suficientemente excitadas para
emitir con la intensidad necesaria para su deteccidn, la cual variara segun la sensibilidad del
detector utilizado. Para la identificacion de las demas especies reactivas generadas en el
plasma, como pudieran ser el Oz, N2O 0 NOg, es necesario acoplar técnicas de deteccion de

gases y masas (Laroussi y Leipold, 2004).

Laroussi y Leipold (2004), caracterizaron un dispositivo de plasma DBD operado en aire

por medio de técnicas de OES vy detectores de gases. Realizaron un barrido del espectro de
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emisién entre los 200 y 300 nm y encontraron bandas vibro-rotacionales de N2 y de OH,
presentando muy baja intensidad los radicales del OH. Ademaés, detectaron presencia de Os
y NOs por detectores de gases. Las condiciones de trabajo del dispositivo DBD que
reportaron fueron flujos de entre 4 y 20 L/min, potencia entre 4 y 12 W, voltaje de hasta 20
kV, frecuencia de 2.2 kHz y temperatura del gas entre de 300 y 340 K (26.85 y 66.85 °C)
dependiendo del flujo; mientras que nuestras condiciones de trabajo fueron un flujo y una
frecuencia muy bajos, de 1 L/min y entre 50-60 Hz, respectivamente. Hay que tener en
cuenta que la frecuencia esta relacionada con el tipo de corriente en el plasma, donde un
aumento en la frecuencia aumenta la corriente de desplazamiento. El disefio y los
materiales de cada reactor DBD tienen gran influencia en las propiedades de la descarga
que generan. Ademas, la constante y el espesor de los dieléctricos usados en el dispositivo,
en combinacién con la tensién aplicada, determinan la cantidad de corriente de

desplazamiento que pasa a traves del dieléctrico (Kogelschatz, 2003)

3.1.2. Plasmas generados en argon

La Figura 11 muestra el espectro de emision entre los 200 y 900 nm del plasma de argon
generado en las mismas condiciones experimentales que los plasmas de aire del apartado
anterior (F = 1 L/min, V = 20 kV). En la figura se incluye ademés la comparacién con los

espectros de emision de dichos plasmas.

Se representan los espectros de emision entre los 200 y 900 nm de un plasma de descarga
de gases operado en aire humedecido y seco y argbn a 1 L/min. Se observa con mayor
claridad el hecho de que las Unicas especies excitadas detectadas en los plasmas operados

con aire fueron las moléculas de nitrégeno.
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Figura 11. Espectro de emision de un plasma operado en aire himedo 1 L/min (linea roja)

y Ar 1 L/min (linea negra). Barrido entre los 200 y 900 nm utilizando el fototubo visible.

El espectro del plasma de argon esta caracterizado por una emision muy intensa de la banda

vibro-rotacional del radical OH (sistema 306 nm) y de las lineas atdmicas del argdn

(sistema Ar 1), asi como una moderada emision de las bandas del segundo sistema positivo

del N2. Una emision muy débil de iones moleculares de oxigeno y de a&tomos de oxigeno

(sistema O I) fue también detectada en este caso (Figura 11). La presencia en el espectro

de las bandas de OH, N2 y de las lineas de oxigeno se atribuye a la entrada de aire

ambiental, que contiene humedad, en el plasma. Asimismo, el argdbn que alimenta la

descarga contuvo pequefias impurezas y humedad del ambiente. La Tabla 2 muestra las

caracteristicas espectroscopicas de las especies excitadas en el plasma de argdn puro.
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Tabla 2. Caracteristicas espectroscopicas de las especies excitadas en el plasma de argon

puro.
Especie |[A (nm) | Transicion |Eu (eV) | Especie | A (nm) | Transicion | Eu (eV)
281.1 | AZZ* X1 4 696.5 4p—4s 13.3
o 308.9 | AZZ* XAl 4 706.7 4p—4s 13.3
NH 336 ATI-X3S 3.4 714.7 4p—4s 13.3
295.3 | CIL,—B%y | 11.1 727.3 | 4p—is 13.3
296.2 | CL,—B%, | 11.1 738.4 | 4p—is 13.3
297.7 | Cly—B’g 111 750.4 4p—4s 135
311.7 | C3,—B%q 111 7515 4p—4s 13.3
313.6 | C,—B%Iq 111 763.5 4p—4s 13.2
315.9 | C%,—B%Iq 111 7724 4p—4s 13.2
337.1 | C3,—B%q 111 Ar | 794.8 4p—4s 13.3
353.7 | C3,—B%q 111 800.6 4p—4s 13.2
357.7 | C,—B3, 111 801.5 4p—4s 13.1
367.2 | C3,—B%Iq 111 810.4 4p—4s 13.2
N2 73711 | Cm—B, | 111 8115 | 4p—is 13.1
375.5 | CIIL—B%y | 11.1 826.5 | 4p—i4s 13.3
380.5 | C,—By | 11.1 840.8 | 4p—is 13.3
394.3 | C,—B%q 111 842.5 4p—4s 131
399.8 | CIL,—BMy | 11.1 852.14 | 4p—ds 13.3
405.9 | C%1,—B%q 111 866.79 4p—4s 13.2
420.1 | CIIL—B%My | 11.1 7772 | 3p—3s 10.7
427 | C31,—B% 111 777.4 3p—3s 10.7
434.4 | CM,—B3, 111 Ol 7775 3p—3s 10.7
457.4 | CM,—B3M, 111 844.6 3p—3s 11
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Por otra parte, en la Figura 12 se ha ampliado la region del espectro en la que emite el
radical OH (comprendida entre los 305 y 319 nm). De este modo, se pone de manifiesto
nuevamente que en los plasmas de aire no se estan detectando especies excitadas de este

radical.

140 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

. —— 100% Air
1204 OH —— 100% Argon

100

N, (2nd pos)
80

I (a.u)

0.5

60

I (a.u)
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20 U\J
T T T T T T T T T T T T T
306 308 310 312 314 316 318
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Figura 12. Bandas de emision vibro-rotacionales del OH, de un plasma operado en aire
seco 1 L/min (linea negra) y Ar 1 L/min (linea roja). Barrido entre los 305 y 319 nm

utilizando el fototubo visible.

Los espectros demuestran una mayor excitacion en el plasma de argén en comparacion a
los plasmas de aire. En la Figura 13 se detalla la emision de la banda del segundo sistema

positivo del nitrégeno cuya cabeza de banda es la 337.13 nm.

De manera general, la mayor excitacion observada en el plasma de argén es debida al
mayor consumo de potencia en esta descarga. Por otra parte, como veremos mas adelante
en las ecuaciones 5-7, los &tomos metaestables de argén contribuyen también a intensificar

la emisién de las moléculas de No.
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Figura 13. Bandas de emision vibro rotacionales del segundo sistema positivo del N2 , de
un plasma de descarga de gases operado en aire seco 1 L/min (linea negra) y Ar 1 L/min

(linea roja). Barrido entre los 333 y 339 nm utilizando el fototubo visible.

3.1.3. Plasmas generados en mezclas argon/aire seco

Finalmente, se estudiaron las especies excitadas generadas en plasmas operados en gases
con diferentes proporciones de argon/aire. Se realizaron mezclas conteniendo un 5, 10, 20,
50 y 80 % de aire, y los resultados se compararon con los anteriormente estudiados (100%
Ary 100% aire).

La Figura 14 muestra la region del espectro comprendida entre los 200 y 400 nm para los
plasmas operados en aire seco (100%), Ar (100%) y una mezcla de 90% Ar y 10% aire
seco. En ella se puede observar como la intensidad de las bandas del OH y el N
disminuyen al incrementarse la proporcion de aire en el gas soporte de la descarga, y cOmo
las bandas del OH desaparecen en los plasmas que contienen incluso moderadamente

pequefias cantidades de aire seco.
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Figura 14. Bandas de emision vibro rotacionales del OH y el N2, de un plasma de descarga
de gases operado en aire seco 1 L/min (linea negra), Ar 1 L/min (linea roja) y 10% aire

seco mas 90% Ar (linea azul). Barrido entre los 300 y 400 nm utilizando el fototubo visible.

En la Figura 15 se observa la disminucion gradual de la intensidad de la banda OH a
medida que aumento la proporcion de aire en la mezcla, de manera tal que, a partir de una
mezcla de mas del 10% de aire, ya no se observé emision de la misma. En la Figura 16 se
muestra la evolucion de la intensidad de las cabezas de las bandas de OH 308.9 nm, N

337.1nmy AR 1810.4 nm.
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Figura 15. Banda de emision del OH de un plasma de descarga de gases operado en un

flujo de 1 L/min de Ar puro o de mezclas argon/aire segun se indica en el recuadro.
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Figura 16. Curva normalizada de la evolucion de la intensidad de las cabezas de las bandas
de las especies excitadas de N2 (linea negra), OH (linea roja) y Ar | (linea azul), en un
plasma de descarga de gases operado en un flujo de 1 L/min con diferentes porcentajes de

aires seco y Ar. En el eje x se muestran los porcentajes de aire en el gas de alimentacion.
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Por otra parte, las bandas del N2 presentaron un comportamiento diferente a las bandas OH.
Las mayores intensidades se presentaron en las mezclas que contenian 5 y 10% de aire,
siendo el plasma que contenia un 5% de aire el més intenso (Figura 17). En las descargas
generadas con una mezcla de 80% Ar y 20% de aire y con un 100% A, las bandas de N2
presentaron aproximadamente la misma intensidad. Mientras que las mezclas con mas de

20% de aire fueron disminuyendo gradualmente la intensidad de emision.

1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
i N_ (2nd pos
100 ———100% Ar 0% Air 3§7( 13 nF;n )
—— 95% Ar 5% Air )
804 | —90% Ar 10% Air
809% Ar 20% Air
1 —— 50% Ar 50% Air
604 | ——20% Ar 80% Air
0% Ar 100% Air
£)
& 404
20 -
0= — -
T T T T T T T T T T T
333 334 335 336 337 338 339

A (nm)
Figura 17. Banda de emision del N> a 337.13 nm de un plasma de descarga de gases
operado en un flujo de 1 L/min de Ar puro o de las mezclas argén/aire que se indican en el

recuadro.

En el plasma de aire puro, la excitacion de las moléculas hasta el estado C°I1y se produce

exclusivamente a través de colisiones con los electrones:
e+No—>e +N (CIly) ()

Estas moléculas, al desexcitarse hasta el nivel B%g, producen la emision del segundo

sistema positivo de N observada:

N2 (C31y)— N2 (B3ITg) + hv (2° sistema positivo)  (6)

193



En los plasmas de argdn con un moderado contenido de aire, los atomos excitados de argon
juegan un papel importante en la excitacion vibracional de moléculas de nitrogeno, a través

de reacciones de transferencia de excitacion (Yu y Yasuda, 1998):

Ar” + Na— Ar® + No(C311y) (7)

Este mecanismo explica en parte, la intensificacion de la banda de N2 observada. Cuando el
contenido de aire se incrementa, la poblacion de estados excitados metaestables de argdon
del plasma disminuye progresivamente, reduciéndose asi la contribucién de los mismos a la

excitacion de moléculas de nitrogeno.

La Figura 18 muestra el cambio de intensidad observado para la linea atdmica de Ar |
810.37 nm. Su intensidad se redujo gradualmente al incrementar el porcentaje de aire en la
mezcla del gas de alimentacién del plasma, como consecuencia de la transferencia de
excitacion desde los atomos excitados de argén a las moléculas de nitrégeno, anteriormente

descrita.

16 N 1 N 1 N
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Figura 18. Banda de emision del Ar | de un plasma de descarga de gases operado en un

flujo de 1 L/min de Ar puro o de las mezclas argon/aire que se indican en el recuadro.
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3.2. Especies excitadas en el plasma dependiendo de la velocidad de flujo del gas

A continuacidn, se muestran los resultados del estudio de la cantidad de especies excitadas
en el plasma al variar el flujo de gas soporte. Se midid la intensidad de la banda N2 a 337.13
nm para los plasmas generados a flujos de 1, 2 y 3 L/min de aire humedecido y seco. Se
encontrd que al operar en aire humedecido, la intensidad de la banda aumenta al aumentar
el flujo, mientras que, sucede lo contrario al operar en aire seco (Figura 19). En el caso del
aire humedecido, el incremento del flujo va acompafiado de un incremento de la cantidad
de humedad que se introduce en el plasma, y de la corriente en el mismo, hecho que
favorece la excitacion. Por el contrario, en el plasma de aire seco, un mayor flujo no cambia
la composicion del plasma, y en este caso, la disminucion de la intensidad observada se

puede atribuir a un menor tiempo de residencia de la especie N2 en el plasma.

6 - |
{--m-- Moistened Air N,(337 band head)
5] @ DryAir _
................. ]
44 W " ]
S 34 o _
8
= -
2_ -
14 ]
0 -
- e 2.0 25 3.0
F (L/min)

Figura 19. Variacion de la intensidad de la banda N2 337.13nm de un plasma de descarga

de gases operado en un flujo de 1, 2 y 3 L/min.

Para el plasma de argdn puro, en el que se excitan mas especies, se midieron los cambios de
intensidad de la cabeza de las bandas OH y N2 y de la linea Ar 1 840, para los flujos de 1y
2 L/min. La Figura 20 muestra que, en el margen de flujos estudiados, un aumento de flujo

de argdn favorece la excitacion de atomos de argon, asi como de especies OH. Este
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comportamiento se puede deber a que hay una mayor cantidad de argon y de sus impurezas
en la descarga generada utilizando flujos altos. Por el contrario, la disminucién de la
intensidad observada para las bandas de N2 puede deberse nuevamente al menor tiempo de

residencia de la especie N en el plasma.

8 T . : ' | ' | | | | |
® N, (band head 337.1 nm)
6 A OH (band head 308.9 nm) |
A
[ J
34 . _
&
2 .
...................... .
. ................................
0_ =

10 12 14 16 18 20
F (L/min)
Figura 20. Variacion con el flujo de gas de la intensidad de emision de las distintas

especies excitadas en el plasma de argon.
3.3. Especies excitadas en el plasma dependiendo del voltaje aplicado a la descarga

El voltaje aplicado a la descarga permite también controlar la cantidad de especies
excitadas en el plasma. En la Figura 21 se muestran los resultados correspondientes a la
curva de intensidad de la banda de N2 para los distintos plasmas de aire estudiados en dos
condiciones de voltaje, 16 y 20 kV. Tanto para el plasma generado con aire humedecido,
seco y ambiental, la cantidad de especies excitadas de N2 aument6 con el voltaje aplicado.
Al incrementar el voltaje se aumentan las microdescargas o filamentos por unidad de
tiempo y de area del electrodo, es decir, la intensidad de las bandas; pero las propiedades de
la microdescarga, como la composicion de las especies, no se ve afectada (Conrads y
Schmidt, 2000; Kogelschatz, 2003; Laroussi, 2002).
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Figura 21. Curva de intensidad de la banda de N2 a 337.13 nm de un plasma de descarga de
gases operado con dos voltajes diferentes (16 y 20 kV), utilizando un flujo de aire

humidificado o seco de 1 L/min y aire ambiental circundante .

3.4. Temperatura en el plasma

3.4.1. Temperatura del gas en el plasma

A continuacion, se muestran los resultados correspondientes al estudio de la dependencia
de la temperatura del gas en el plasma con el tipo de gas soporte y el flujo de gas. Al estar
presentes las especies excitadas de N2 en todas las condiciones experimentales estudiadas,
las temperaturas del gas fueron determinadas en todos los casos a partir de la simulacion
tedrica de los espectros de N2 medidos experimentalmente. Por otra parte, en aquellos casos
en los que el plasma contuvo argén y la linea atbmica Ar | 810.37 nm fue suficientemente
intensa, se realiz6 una medida adicional de la temperatura del gas utilizando esta linea.
Asimismo, en los casos en los que la especie OH fue detectada, se midi6 también la
temperatura del gas a partir de la simulacion de la banda del radical OH. En la Tabla 3 se
muestran los valores de temperatura de gas medidos a partir de la temperatura rotacional
encontrada mediante la simulacion de la banda N2 para los distintos plasmas de aire

generados a 20 kV, utilizando flujos de gas de 1, 2 y 3 L/min para los casos de aire seco y
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aire humedecido. Todas las temperaturas medidas fueron inferiores a los 320 K (46.85 °C),
siendo la temperatura de gas mas baja la del plasma generado con el aire ambiental.
Recordemos que éstas son las temperaturas en la region entre los electrodos dentro del
reactor de plasma, la cual es superior a la del gas efluente que sale del mismo. En la Tabla
4 se muestran los valores de temperatura de gas medidos para los plasmas generados con
diferentes proporciones de argon y aire generados a 20 kV y un flujo de 1 L/min. La
temperatura mas alta correspondio al plasma puro de argén. Observamos como un aumento

en la proporcidn de aire conduce a una leve disminucion de la temperatura del gas.

Tabla 3. Temperatura de gas medidas a partir de simulacién de la banda de N2 para los

plasmas generados en aire humedecido, seco y ambiental.

Temperatura gas (°C)
1 L/min 2 L/min | 3 L/min
Aire humedecido 36.85+10 41.85+10 | 46.85+11
Aire seco 50.85+10 45.85+7 | 33.85+8
Aire ambiental 46.85+11

Tabla 4. Temperatura de gas medidas a partir de simulacién de la banda de N2, Ar 1y OH

para los plasmas generados con diferentes proporciones de argon vy aire.

Proporcién Temperatura gas (°C)
de aire (%) N2 Ar | OH
0 91.85+24 Autoabsorbancia 81.85+6
5 49.85+9 56.85+5 -
10 45.85+7 51.8545 -
20 44.85+9 46.85+7 -
25 44.85+10 41.85+8 -
50 43. 85+12 - -
80 44.85+12 - -
100 36.85+8 - -
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3.4.2. Temperatura del gas efluente del plasma

Con una camara infrarroja, se tomd la temperatura del gas efluente del plasma generado en
aire humedecido, seco y ambiental y en Ar. No se presento diferencia significativa entre las
temperaturas del gas operado a 16 y 20 kV. La mayor temperatura se presenté operando el
plasma en Ar, 30 °C aproximadamente; mientras que no hubo diferencia significativa entre
las temperaturas del gas efluente del plasma obtenido en aire humedecido, seco y

ambiental, cuyas temperaturas fueron 27 °C aproximadamente (Figura 22).

31
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29
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26
25
24
Aire humedo Aire seco  Aire ambiental Ar

Figura 22. Temperaturas obtenidas con una camara infrarroja del gas efluente del plasma
operado en aire humedecido, seco y ambiental y en Ar, utilizando un voltaje de 16 y 20 kV.

Las barras representan la desviacion estandar.

3.5. Oxidantes totales generado en el gas efluente del plasma operado en aire

humidificado.

La Figura 23 muestra la curva de calibracion para DOss; nm Versus concentracion de Os (ug/mL).
Dicha curva se utilizé para extrapolar la concentracion de Os en el gas efluente del plasma generado
en aire humidificado a 1 L/min. Se obtuvo una concentracion de ozono de 16.79 £ 2.81 pg/mL, lo

que es equivalente a una cantidad de oxidantes totales en el tiempo de 1.842 + 0.41 pg/min de Os.
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Figura 23. Curva de calibracién densidad oOptica a 352 nm (DOss2) a diferentes

concentraciones de 0zono (ug/mL)

En este tipo de descargas, la mayor parte de la energia que ganan los electrones en el campo
eléctrico se emplea en la excitacion de moléculas y atomos. De este modo, en primer lugar,
las moléculas de O- se disocian (energia de disociacion ~5.2 eV) formando atomos de O, a
partir de reacciones intermedias de excitacion de las moléculas de Oz en estado
fundamental mediante colisiones electronicas, hacia los estados A3%,* (6 eV) o B3z, (8.4
eV). Asi, la generacion de Os en esta descarga de aire puede explicarse a partir de la

siguiente secuencia de reacciones (Kogelschatz, 2003):

02+ >0 +e>0+0+¢ (8)

Seguidamente, a partir de reacciones de tres cuerpos que implican atomos de O y moléculas

de O; se forma el ozono:

0+0:+M—>0s+M  (9)

donde M es un tercer cuerpo de colisidn que, en el caso del aire, puede ser O, O2, O30, mas

probablemente, Na.
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Asimismo, en el plasma de aire, la energia ganada por los electrones también se emplea en

la excitacion y disociacion de moléculas de N2 a moléculas de nitrégeno (~ 9.8 eV):

N2+e > N2+e—>N+N+e (10)

Una serie de reacciones que implican &tomos de N y estados moleculares excitados del N2,

producen también atomos de oxigeno adicionales para la generacion de ozono:

N+0,—>NO+0  (11)
N+NO—->N;+0  (12)
Nay(A) + 02 > N20+0  (13)
No(AB) + 0, —> N2 +20  (14)

Donde A y B representan los estados moleculares excitados del N2, A3, y Ball,.

Aproximadamente la mitad del ozono formado en las descargas de aire proviene de estos
procesos indirectos, razén por la cual la produccidn de ozono en estas descargas se produce
mucho mas lenta que en los plasma de oxigeno puro, y gran parte de la fraccion de energia
que pierden los electrones inicialmente en las colisiones con moléculas de nitrégeno puede
recuperarse y utilizarse a través de las reacciones anteriores para la generacion de ozono
(Kogelschatz, 2003).

3.6. Medicién semi-cuantitativa de peréxido de hidrdgeno, nitrato y nitrito generados

en el plasma

En la medicion semi-cuantitativa de H202, NOz~ y NO2 generados en el gas efluente del
plasma, para todas las condiciones de operacion del plasma, se pudo determinar la
presencia de las especies reactivas H20., mientras que se encontro NOz™ en el plasma
operado en aire humedecido y seco. Finalmente, bajo ninguna de las condiciones se detecto

la formacion de NO2™ (Figura 23).
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Aire humidificado Aire seco Aire ambiental Control
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Figura 23. Tiras reactivas para medicion de H202, NOs™ y NO>™ expuestas durante 1 min a

plasma frio operado en aire humedecido, seco y ambiental.

En resumen, en el Capitulo 2 se determind que la cinética de inactivacion del biofilm por
plasma fue mas rapida con plasma generado en aire humedecido respecto del generado en
aire circundante. Aqui determinamos que bajo esas condiciones la emision principal
corresponde al segundo sistema positivo del N2 y no se detectaron ni lineas atdmicas ni
bandas moleculares de oxigeno. La presencia casi exclusiva de bandas de N2 en los
espectros y la ausencia de atomos excitados de nitrogeno revelaron que la energia de la
descarga se uso principalmente para la excitacion de los niveles de vibracién y rotacion de

las moléculas de nitrogeno, mas que en la disociacion del mismo. Estas especies
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moleculares excitadas desempefian un papel relevante en la formacion de ozono en esta
descarga, como se Vvio en la seccion 3.5, ecuaciones 8-14. Ademas, como se mostro en la
seccion 3.1.1, no se detectaron emisiones de las especies excitadas de OH y NO que son
tipicas en los plasmas DBD generados en aire con cantidades variables de humedad, debido
a que los radicales OH, NO y NO: se transforman rapidamente en HNO. y HNOs3, vy los
radicales OH se recombinan para formar perdxidos (Kogelschatz, 2003). En la seccién 3.6,

se pudo reportar la presencia de H202y NOgz™ en el gas efluente del plasma.

La presencia de superoxido (O2¢") en el gas efluente de una descarga plasma es dificil de
detectar debido a que este radical es de corta duracién y no se acumula. Su presencia en el
aire ionizado se ha relacionado con la deteccion del H.O2, ya que el superdxido es un

precursor comun para esta especie (Gaunt et al., 2006):

202+ +2H" — H202 + O3 (15)

Aunqgue no se detecto la presencia de NO y OH en nuestro dispositivo de plasma DBD por
medio de las técnicas de OES, se encontro la presencia de bandas de N2 excitadas y de
iones de N>" y la formacién de Os, H.02 y NOs en el gas efluente del plasma. La
erradicacion eficiente y rapida de los biofilms de P. aeruginosa por el tratamiento con
nuestro dispositivo de plasma se podria atribuir en parte a estas RONS y a otras que no
fueron posibles detectar, como el radical superéxido o especies mono y diatdmicas
excitadas tipicas de la descarga DBD que no son posibles de observar por técnicas de OES,
como las especies N2O, NO3z y N2Os (Kogelschatz, 2003). Estas RONS generadas en la
descarga y el gas efluente del plasma, estan asociadas al dafio oxidativo en las células
bacterianas, produciendo dafios graves a las macromoléculas como lipidos, proteinas, ADN
y carbohidratos. Aunque el dafio oxidativo puede ser muy extremo, no estan claros los
mecanismos precisos que llevan a la muerte celular (Farr y Kogoma, 1991; Cabiscol et al.,
2000; Gaunt et al., 2006).

La peroxidacién de los polisacaridos de la membrana celular bacteriana es catalizada por

las moléculas cargadas generadas en el plasma y es altamente dependiente de la cantidad de
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agua y de la composicion del medio que rodea la célula. Tanto los iones positivos como
negativos catalizan los procesos de peroxidacion de polisacéaridos y lipidos tanto dentro
como fuera de la célula (Dobrynin et al., 2009). Los lipidos son las macromoléculas que
sufren mayor dafo oxidativo, comprometiendo la integridad estructural de la membrana
celular y conduciendo a un desequilibrio osmotico, que puede dar lugar a la lisis celular.
Los, radicales HOOe, O+, el oxigeno singlete y el Oz pueden iniciar la peroxidacion
lipidica atacando los &cidos grasos poliinsaturados en la membrana celular vy
desencadenando una reaccion destructiva en cadena. La reaccion en cadena de la
peroxidacion lipidica se inicia cuando un atomo de hidrégeno es extraido de un acido graso
insaturado para formar un radical lipidico, que a su vez reacciona con oxigeno molecular
para formar un radical lipido peroxilo (L-OO-). Este radical ataca otros acidos grasos
insaturados y extrae mas atomos de hidrégeno que forman hidroperdxidos de &cidos grasos
(L-OOH), credndose una cadena de reacciones (Farr y Kogoma, 1991). La peroxidacion
lipidica genera productos que son mas cortos que los &cidos grasos insaturados iniciales,
por lo que su capacidad de rotacién dentro de la membrana celular es alterada y la
integridad estructural de esta se ve comprometida (Gaunt et al., 2006; Farr y Kogoma,
1991).

Las ROS, también pueden inducir oxidacion de proteinas y dafios en el ADN. Cuando las
proteinas se oxidan, se producen modificaciones en las cadenas laterales de los
aminoéacidos y se altera su estructura, produciendo cambios funcionales que pueden alterar
el metabolismo celular. Ademas, durante la peroxidacion lipidica se forman aldehidos que
son muy reactivos y pueden causar dafios en las proteinas (Berlett y Stadtman, 1997). Las
ROS puede causar numerosos tipos de lesiones en el ADN, a través de reacciones con las
bases y azlcares. Ademas del dafio en el ADN causado directamente por las ROS, los
radicales intermedios formados durante la peroxidacion lipidica también reaccionan con el
ADN, por ejemplo, la descomposicion de la purina puede ocurrir como resultado de la
extraccion de H* por los radicales libres de acidos grasos (Farr y Kogoma, 1991). Estos
mecanismos podrian explicar en parte la inactivacion de los biofilms de P. aeruginosa por

el tratamiento con nuestro dispositivo de plasma.
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Ademas, en este capitulo se evaluaron diferentes condiciones experimentales que dieron
como resultado diversos tipos de plasma en funcion de la composicion del gas de
alimentacion. Determinamos que los plasmas de argdn puro o con la contribucién de un
poco de aire, presentan una emision muy fuerte del radical OH, que como se sabe es muy
reactivo en términos de su actividad bioldgica. Se produjo una disminucién progresiva de la
intensidad de la banda OH a medida que aumento la cantidad de aire. Mientras que, para las
mezclas que contienen mas de 10% de aire, no se detecté OH. Estos resultados muestran el
potencial de los plasmas generados en argon/aire para producir un ambiente reactivo que, a
su vez, oxidaria a los biofilms. Se espera poder probar estas diferentes combinaciones de
argén/aire para erradicar biofilms de P. aeruginosa de manera mas eficiente. El
conocimiento adquirido a través de estos experimentos, sentaria las bases para mejores

estrategias para la inactivacion de biofilms bacterianos.

4. CONCLUSIONES

Las técnicas de OES permitieron determinar las distintas especies excitadas en el plasma y
su densidad de poblacion en unidades arbitrarias, asi como la temperatura del gas, y sus
variaciones dependiendo del tipo de gas soporte, del flujo de gas y del voltaje empleado en
su generacion. Para el plasma generado en aire humedecido y seco o en aire ambiental
circundante, las principales especies detectadas fueron las moléculas de nitrogeno y iones
moleculares de nitrégeno en pequefias cantidades. También, se determinaron algunas de las
especies quimicas formadas por este plasma, como peroxido de hidrogeno, nitratos y
ozono. Todas las especies detectadas podrian estar actuando sinérgicamente para
desencadenar procesos de inactivacion microbiana en la zona de la posdescarga donde se
trataron los biofilms. Ademas, se propusieron nuevas condiciones experimentales para
generar diferentes tipos de plasma que se podrian utilizar en futuros estudios de

erradicacién de biofilms.
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INCREMENTO DE LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA SOBRE BIOFILMS
DE Pseudomonas aeruginosa TRATADOS CON ANTIMICROBIANOS LIBRES O
NANOVEHICULIZADOS Y/O PLASMA DE DESCARGA DE GASES

RESUMEN

Las bacterias creciendo en biofilm son més resistentes a los antimicrobianos comunmente
utilizados en las mismas bacterias en vida libre o plancténica. Se ha investigado y probado
con éxito la aplicacion del plasma frio como método de erradicacion de biofilms
bacterianos. En el presente capitulo, se utilizd plasma y/o antimicrobiano en su
conformacién libre o en nanotransportadores lipidicos. Estos fueron sintetizados con carga
superficial positiva o negativa a fines de estudiar el posible aumento de la penetrabilidad
debido a la interaccion entre las nanoparticulas y el biofilm. Se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de ciprofloxacina libre y nanovehiculizada tanto en cultivos
plancténicos como en biofilms de P. aeruginosa. Por otra parte, se determiné la CIM del
antimicrobiano libre y nanovehiculizado después del tratamiento de biofilms con plasma.
Paralelamente se observaron los biofilms tratados con plasma y/o antimicrobiano libre o
nanovehiculizado mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Los resultados
muestran la reduccion en la CIM de ciprofloxacina en biofilms de P. aeruginosa para el
antimicrobiano nanoparticulado, en especial para las nanoparticulas positivas. Los
respectivos valores de CIM obtenidos fueron de 200 pg/mL para ciprofloxacina libre, 100
en pg/mL para ciprofloxacina nanovehiculizada con carga superficial negativa, y 25-50 en
pg/mL para las nanoparticulas con carga superficial positiva. Esto implicaria que las
nanoparticulas positivas logran una mejor penetracion y liberacion del antimicrobiano en el
biofilm. EIl tratamiento con plasma también resultd en una reduccion de la CIM para
ciprofloxacina libre; sin embargo, no se observé una clara sinergia entre el plasma vy el
antimicrobiano nanovehiculizado. Para los biofilms sometidos previamente al tratamiento
con plasma, los valores obtenidos para CIM de ciprofloxacina libre en biofilms fueron de
50-100 pg/mL, en el caso de las nanoparticulas negativas de 100 pg/mL, y para las
positivas de 50-100 pg/mL. Las imagenes de SEM muestran cambios en la morfologia

celular y estructura de matriz luego de los tratamientos con plasma y nanoparticulas. Estos
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resultados son interesantes al momento de plantear nuevas estrategias para combatir

biofilms en casos de pacientes con historias clinicas complejas.

1. INTRODUCCION

Las bacterias creciendo en biofilm son més resistentes a los antimicrobianos comunmente
utilizados en las mismas bacterias de vida libre o planctonica. Esta resistencia puede ocurrir
de muchas maneras, por ejemplo, por el desarrollo de células persistentes, por la existencia
de enzimas que degradan compuestos como antibi6ticos, o por la dificultad desde el punto
de vista fisico de traspasar la matriz (Hgiby et al., 2010; Mah y O’Toole, 2001; Stewart,
2002). La produccion de una matriz de exopolisacarido es una de las caracteristicas
distintivas de los biofilms. Se ha sugerido que esta matriz previene el acceso de antibidticos
a las células. Ya sea por reaccién o sorcion con el compuesto, los componentes de un
biofilm pueden limitar el transporte de agentes antimicrobianos (Mah y O’Toole, 2001).
Teniendo en cuenta la velocidad de transporte de un liquido por los canales de un biofilm
respecto de la velocidad de los agentes antimicrobianos, si esta Gltima es menor, las
bacterias son expuestas a una concentraciébn baja de antibitico que aumenta
progresivamente, dandoles tiempo para reaccionar (Van Acker et al., 2014). Es por esto que
el transporte de compuestos a través de la matriz tiene un efecto tan marcado respecto de la

resistencia a antimicrobianos en biofilms.

Tradicionalmente se han utilizado liposomas en tratamientos dérmicos, farmacéuticos,
cosméticos, etc. Tienen la ventaja de proteger a las drogas contra la degradacion
enzimatica, no ser toxicos, ser biocompatibles, enteramente biodegradables y no
inmunogénicos. A pesar de esto, debido a su corto tiempo de vida, baja estabilidad y
eficacia de encapsulacion y remociéon por el sistema reticulo-endotelial surgié la necesidad
de desarrollar nuevas metodologias para el delivery de drogas. Asi es como surgieron los
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC, sigla del inglés de ‘“Nanostructured
Lipid Carriers”) como sustituto de los liposomas. Fueron pensados para reducir los efectos

toxicos en la toma de drogas potentes, asi como para mejorar la transferencia de genes,
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implementarse en la industria alimentaria, etc. Tienen un tamafio promedio entre 40 y 1000
nm, son de morfologia esférica, estan compuestos de una fase lipidica sélida y una liquida,
y un surfactante a modo de emulsificador. Pueden producirse por diversas técnicas como
homogeneizacion a alta presion, evaporacion y emulsificacion por solvente, extraccion de
fluido supercritica a partir de emulsiones, secado por spray o ultrasonicacion (Naseri et al.,
2015). En el presente capitulo se utilizd la técnica de ultrasonicacion que consiste en la
formacion de micelas a consecuencia de un proceso de cavitacion (formacion de cavidades
llenas de vapor en el seno de un liquido) formado en la emulsién y provocado por el

sonicador.

La ciprofloxacina es un antibidtico de amplio espectro, empleado tanto contra bacterias
gram positivas como gram negativas. Su modo de accion se basa en bloquear la replicacion
bacteriana por unién a la topoisomerasa Il (ADN girasa), la cual es necesaria para aliviar el
superenrollamiento y separar ambas hebras del ADN previo a la replicaciéon. Es
frecuentemente utilizada para tratar infecciones del tracto urinario, infecciones
osteoarticulares, ginecoldgicas, respiratorias, de oido medio, sinusitis, de tejidos blandos,

vias urinarias, de los 6rganos genitales, fiebre tifoidea, shigellosis, etc.

En el presente capitulo se evalud el efecto combinado del tratamiento con plasma DBD y
antibidticos para la erradicacion de biofilms de P. aeruginosa PAOLl. Ya que en el
Capitulo 4 se encontrd que el plasma afecta la matriz del biofilm, se plante6 la posibilidad
de aumentar la penetracion del antibidtico luego del tratamiento del biofilm con plasma.
Ademas, se explord la tecnologia para la vehiculizacion del antibiético con nanoparticulas
lipidicas. Hasta donde se tiene conocimiento, ninguna de estas estrategias de erradicacion
de biofilms ha sido estudiada hasta la fecha, por lo que los resultados de este trabajo

implican un aporte original y novedoso.

212



2. MATERIALESY METODOS

2.1. Microorganismo, medio de cultivo y crecimiento del biofilm

Todos los experimentos se llevaron a cabo con P. aeruginosa cepa PAO1 y el medio de
cultivo LB, como se describe en el Capitulo 1 seccion 2.1. Se utilizaron dos sistemas de
formacion de biofilm: placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos (KARTELL
LABWARE®) y cupones de acero inoxidable dispuestos dentro los pocillos de microplacas
de poliestireno de 24 pocillos (CELLSTAR®, GreinerBio-one). Para los dos sistemas de
cultivo, se incubd una suspension de indculo en LB a una DOssonm de 0.1 durante 24 hs a 37
°C en condicion de cultivo estatico.

2.2. Transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC)

Los NLC o nanoparticulas, fueron sintetizados a fin de obtener particulas con carga
negativa (NLC) o positiva (NLC"). Ademas, fueron marcados con un colorante
fluorescente. Los materiales utilizados para su sintesis fueron: una parte lipidica que consta
de una mezcla de ésteres de cetilo (Crodamol™ MM y Crodamol™ GTCC-LQ, Croda,
Argentina), surfactante Pluronic® F68 (cat # A-6973), quitosano (peso molecular: 190,000-
310,000 Da; 75-85% desacetilado) y colorante fluorescente DiOC18 (3,3-

dioctadeciloxacarbocianina perclorato) (Sigma—Aldrich, Argentina).

2.3. Sintesis de NLC-

Las nanoparticulas se prepararon por el método de ultrasonicacién (Islan et al., 2016). Se
fundio 800 mg de lipido Crodamol™ MM (2% p/v) sobre bafio de agua a 60-70 °C y se
mezcld con 40 pL del lipido Crodamol™ GTCC-LQ. Despues de 5 min, se afiadio a la fase
lipidica 250 pL de acetona conteniendo 20 mg de ciprofloxacina. Se homogeniz6 y se dejo
reposar 10 min para favorecer la evaporacién de la acetona. Luego, se adicionaron 20 mL
de una solucion acuosa termostatizada con 4.5% p/v de Pluronic® F68. Inmediatamente, la

mezcla se sometié a ultrasonicacion por 30 min (50% de amplitud) utilizando un
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procesador ultrasonico (130 Watts, Cole-Parmer, EE.UU.) equipado con una punta de
titanio de 6 mm. A continuacién, la dispersion se enfrio en bafio de agua a 10 °C y se

almacend a 5 °C para su posterior uso.

2.4. Sintesis de NLC*

El procedimiento fue similar al descrito en 2.2.1, pero luego de homogeneizar la fase
lipido/ciprofloxacina, se adicion6 20 pL de una solucion acuosa termostatizada conteniendo
Pluronic® F68 al 4% p/v y quitosano al 0.5% p/v. Se contindo con el protocolo descrito

anteriormente.

2.5. Sintesis y marcacion de NLC- y NLC+ con colorante fluorescente

Las NLC marcadas con DiOC18 se prepararon de acuerdo al protocolo establecido por
Rodenak y colaboradores (2017). Se afiadi6 el colorante fluorescente (0.04% p/p) al lipido
fundido, se homogeniz6 durante 10 min y se procedié a la preparacion de las

nanoparticulas.

2.6. Caracterizacion mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y

determinacion del tamafio de particula

La dispersion de nanoparticulas fue diluida 10 veces con agua ultrapura y se colocd una
gota sobre una cuadricula de colodion cubierta de cobre (400-mesh). EI exceso de liquido
es removio con papel de filtro. Una gota de acido fosfotlngstico se afiadié a la dispersion
para aumentar el contraste. Finalmente, el andlisis mediante microscopia electrénica de
transmision (TEM, sigla del inglés “Transmission electron microscopy”) se realizo

utilizando el microscopio Jeol-1200 EXII-TEM (JeolMa, EEUU).

El promedio del diametro y la distribucion del tamafio fueron medidos por espectroscopia
de correlacion de fotones (PCS, Sigla del inglés “Photon Correlation Spectroscopy”) (Nano

ZS Zetasizer, Malvern Instruments Corp, UK) a 25 °C en placas de poliestireno con una
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longitud de camino oOptico de 10 mm. EI potencial Z se determin0 mediante anemometria
de laser Doppler también utilizando el Nano ZS Zetasizer. Se utilizaron celdas capilares
con longitud de camino dptico de 10 mm y agua desionizada (Milli-Q). Todas las

mediciones se realizardn por triplicado.

2.7. Determinacién del porcentaje de encapsulacion de las formulaciones

Luego de finalizar la preparacion de cada formulacion, se procedié a medir el volumen
final de reaccién (ya gque se produce evaporacion durante la sonicacion) y se determino la
concentracion de ciprofloxacina no encapsulada (Islan et al., 2016). Se transfirieron 500 pL
de la dispersion final a una centrifuga de ultrafiltracion (punto de corte de peso molecular
30.000 Da, Microcon, Millipore, EEUU.) y se centrifug6 a 10.000 G durante 10 min a fin
de separar las nanoparticulas de la solucion acuosa. El filtrado se diluy6 en agua destilada,
y se determind la concentracion de ciprofloxacina no encapsulada por espectrofotometria a

271 nm. La eficiencia de encapsulacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

EE (%) = (Qo - (Cr x V)) x 100

Qo

Donde Qo es la cantidad inicial de ciprofloxacina adicionada, Cr es la concentracion de
ciprofloxacina en la solucion filtrada y V es el volumen final después de terminar la

preparacion.

2.8. Cinética de liberacion de ciprofloxaxina de una solucion de nanoparticulas

Se estudio la liberacion de antibiotico a partir de una solucion de nanoparticulas NLC"
Iciprofloxacina y NLC"/ciprofloxacina. Se utilizaron membranas de dialisis de celulosa con
tamafio de poro de 8 KDa hidratadas durante 24 h en agua destilada. La solucion de
nanoparticulas se dializé contra 30 mL de solucion fisioldgica a 37 °C y 150 rpm. Se tomé
1 mL de muestra a la media hora de iniciada la incubacion, y luego se muestred cada hora

durante 6 hs reponiendo el mililitro extraido a fin de mantener el volumen de la solucion.
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Luego se tomaron muestras a las 22, 24, 29 y 96 hs de iniciada la incubacion. Por otro lado,
se realizd una curva patron de ciprofloxacina en solucion fisiologica, en un rango de

concentraciones de 0.5-25 pg/mL.

2.9. Fuente de plasma de descarga de barrera dieléctrica

Se produjo plasma de descarga de gas a presion atmosférica usando una configuracion
coaxial DBD operada en aire humidificado a un flujo de 1 L/min. Las condiciones de
operacion se describen en el Capitulo 2 seccion 2.2. Los biofilms de P. aeruginosa se
sometieron al tratamiento de plasma durante 3 min de exposicion bajo condiciones

esteriles. Se incluyo un control sin tratamiento con plasma.

2.10. Determinacion de la CIM de ciprofloxacina y sus anélogos nanoparticulados en
cultivos de células plancténicas de P. aeruginosa

Se utilizaron placas de microtitulacién de 96 pocillos a las que se les agregaron 100 uL de
medio LB. Por otro lado, se prepararon soluciones stock de los antibioticos, de
concentracion 64 pg/mL para ciprofloxacina encapsulada NLC*, 256 pg/mL para
ciprofloxacina encapsulada NLC™ y 1024 pg/mL para ciprofloxacina libre. Se realizaron
diluciones seriadas al medio de los antibidticos en los pocillos y por Gltimo, se afiadié 100
pL de cultivo bacteriano a una DOssonm de 0.2 a cada pocillo de la placa. De esta manera, la
densidad Optica final de cada pocillo fue de 0.1. Se incubd la placa a 37°C durante 24 hs y
se midio la DOssonm. Se define la CIM como la menor concentracion de antibidtico a la cual
no se observa crecimiento bacteriano y se establecié en la practica como el valor de
absorbancia que no representd crecimiento celular, es decir, similar al obtenido para el

control negativo conteniendo medio de cultivo.
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2.11. Determinacion de la CIM-b de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados

en biofilms de P. aeruginosa

Una vez formado el biofilm en placas de 96 pocillos como se describié en la seccién 2.1, se
descartd el sobrenadante de cada pocillo, se realizé un lavado con 200 pL de solucién
fisiologica estéril, se agregd 100 pL de medio LB y 100 pL de la solucién de antibidtico
correspondiente.

Las soluciones de antibiotico se prepararon de la siguiente manera: se realizaron diluciones
seriadas de ciprofloxacina y ciprofloxacina nanoparticulada en medio LB a partir de
soluciones stock. La ciprofloxacina libre fue diluida al medio a partir de una solucién stock
de 6.400 pg/mL hasta alcanzar la concentracion de 1.56 pg/mL. Los analogos
nanoparticulados de ciprofloxacina, NLC" y NLC", se prepararon partiendo de una solucion

de 800 pg/mL hasta alcanzar una concentracion de 3.12 pg/mL.

Una vez agregada la solucion de antibiotico, se incubaron las placas a 37 °C durante 24 hs.
Concluido el periodo de incubacion, se realizd un recambio de medio de cultivo,
descartando el presente en los pocillos, realizando un lavado con 200 uL de solucion
fisioldgica estéril y agregando medio LB hasta un volumen final de 200 pL. Se incub6
nuevamente a 37°C durante 24 hs. Al recambiar el medio de cultivo, las células viables
dentro del biofilm después de la incubacion con el antibiotico, creceran tanto dentro del
biofilm como en el sobrenadante, y se podra determinar el valor de la CIM-b midiendo la
DOssonm del sobrenadante, como se describié en la seccion 2.4. Se incluyé un control de

crecimiento de biofilm y un control negativo conteniendo medio de cultivo.

2.12. Determinacion de la CIM-b de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados
en biofilm de P. aeruginosa luego del tratamiento con plasma frio a presion

atmosférica

Se desarrollé el biofilm en las placas de 96 pocillos como se describié en la seccién 2.1.

Una vez finalizado el crecimiento de biofilm, se descartd el medio de cultivo, y se realizd
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un lavado con un volumen de 200 pL de solucién fisiologica. Luego, se expusieron los
pocillos durante 3 min al tratamiento con plasma. Se incluyeron controles de crecimiento de
biofilm, y control negativo conteniendo medio de cultivo. Posterior al tratamiento con
plasma, se agregd 100 pL de las distintas diluciones de antibiotico al pocillo
correspondiente. Las soluciones de trabajo de ciprofloxacina, y sus analogos NLC* y NLC",
se realizaron a partir de 800 pg/mL y se diluyeron seriadamente al medio hasta alcanzar
una concentracion de 3.12 pg/mL. Luego, se incubaron las placas a 37°C durante 24 hs.
Una vez concluido el periodo de incubacion, las muestras se procesaron segun se indica en

la seccién 2.5. Por altimo, se determind el valor de la CIM-b al igual que en la seccion 2.4.

2.13. Estudio cualitativo de penetrabilidad de antibiético mediante microscopia de

epifluorescencia y microscopia electronica de barrido (SEM)

Tanto para la observacion mediante microscopia de epifluorescencia como por SEM, se
crecieron los biofilms sobre cupones de acero inoxidable como se describe en la seccion
2.1. Una vez formado los biofilms, se lavaron los cupones con 1 mL de solucidn fisioldgica
estéril y se expusieron durante 3 min al tratamiento con plasma. Como control, se utilizaron
biofilms crecidos en las mismas condiciones sin exposicién al plasma. Para la observacion
con el microscopio de epifluorescencia, tanto a los biofilms tratados con plasma como a los
controles, se les agregé 500 pL de medio de cultivo y 500 pL de suspension de
nanoparticulas marcadas con un colorante fluorescente y se incubaron durante 24 hs a 37
°C. Finalizado el periodo de incubacion, se lavaron los cupones con 1 mL de solucién
fisioldgica estéril y se visualizaron en el microscopio usando un filtro de excitacion/emision
de 480/500 nm y aumento de 400X. Las imagenes fueron adquiridas con el programa Leica
Application Suite (2.5.0 R1) y los analisis de imagenes se realizaron con el software libre
ImageJ. Para la observacion mediante SEM, tanto a los biofilms tratados con plasma como
a los controles, se les agreg6 una solucion de ciprofloxacina o sus analogos NLC* o NLC"
en medio LB, a una concentracion de 100, 50 y 100 pug/mL respectivamente. Se incubaron
los cupones durante 24 hs a 37 °C. Una vez finalizado el periodo de incubacion, se realizé
la observacién al SEM siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo 4 seccion 2.4.

Se realizaron cuatro experimentos independientes, cada uno por duplicado.
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2.14. Analisis estadistico

Todas las determinaciones de CIM y CIM-b se realizaron con al menos siete repeticiones
independientes en el tiempo y cada una por triplicado. Se realizo la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis para comparar las CIM y CIM-b. Se utilizo el software STATISTICA de
la compafiia Statsoft® (Copyright © StatSoft, 2011).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Transportadores lipidicos nanoestructurados

3.1.1. Determinacion del porcentaje de encapsulacion de antibidtico en las

nanoparticulas

Se determind el porcentaje de encapsulacion de ciprofloxacina en las formulaciones a
través de la medida de la cantidad de antibiotico obtenido luego de la filtracion de las
soluciones utilizando membranas que retienen a las nanoparticulas. Se realizé la medicién a
una DO273nm, Y se extrapold la concentracion de ciprofloxacina utilizando una curva de
calibracion (Figura 1). Teniendo en cuenta la concentracion inicial de ciprofloxacina con la
que se prepararon las formulaciones, y la concentracidn no retenida en las nanoparticulas se
obtuvieron los siguientes porcentajes de encapsulacion: 35,88 + 2,84 % para NLC
Iciprofloxacina y 65,05 + 2,74 % para NLC"/ciprofloxacina.

219



2.50

2.00

B
c 1.50 -
o
N~
o
1) 1.00 -
<
y = 0.077x + 0.0633
0.50 - R2 = 0.9998
0.00 ¥ T T . : : )
0 5 10 15 20 25 30

Ciprofloxacina (pg/mL)

Figura 1. Curva de calibracion de ciprofloxacina en agua

Se observa un mayor grado de encapsulacién en la solucion de nanoparticulas cargadas
positivamente NLC™. Esta diferencia puede deberse a interacciones electrostaticas entre el
antibidtico y el quitosano. Mientras que la ciprofloxacina posee carga negativa en
soluciones &cidas (Breda et al., 2009) como es la solucion de acetona en la que se disuelve
al momento de mezclar con los lipidos, el quitosano posee carga positiva en esas
condiciones. La interaccion entre cargas podria traducirse como un reclutamiento de
antibidtico hacia la matriz de las nanoparticulas, lo que explicaria el mayor porcentaje de

encapsulacion.

3.1.2. Cinética de liberacion de ciprofloxacina desde soluciones de nanoparticulas

A partir de los datos y de la curva de calibracion de ciprofloxacina en agua (Figura 1), se
graficaron las curvas correspondientes a la cinética de liberacion de antibi6tico partiendo de
soluciones de nanoparticulas NLC™ y NLC* (Figura 2). En las curvas se observan dos
etapas: una primera de liberacion rapida de antibiético al medio asociada al antibi6tico libre
de la formulacion (no encapsulado), y otra fase de liberacion gradual, tipica de los sistemas
de liberacion de nanoparticulas (Fang et al., 2013; Islan et al., 2016). Al inicio del
experimento el antibiotico se libero mediante el proceso de difusion. Se obtuvo un
porcentaje de liberacion del 35,7% a los 30 min en el caso de la solucion de nanoparticulas

NLC", y 32,7% a la hora de iniciado el ensayo para las NLC™. Posteriormente, en la meseta
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de la curva comienza a liberarse el antibiotico méas superficial de las nanoparticulas,
seguido por el que se encuentra mas en profundidad. Mas tarde, y para ambas
nanoparticulas, a partir de las 24 hs del inicio de la toma de muestra se observéd que la
solucion fisioldgica utilizada se tornd opaca, indicando la liberacion de antibiotico por

ruptura o degradacion de las nanoparticulas.

Se alcanzo un porcentaje de liberacion del 100% a las 28 hs para la solucion de NLC"y el
mayor porcentaje obtenido para NLC™ fue 86,2% a las 72 hs. La menor liberacién para la
solucion de NLC" respecto al otro tipo de particulas, pudo deberse a un fenémeno fisico
que impidio el paso a través de la membrana debido a la adhesividad a la misma del
quitosano remanente en la solucién. Asimismo, el porcentaje de encapsulacion fue mayor
en esa formulacion, de ahi que tarde mayor tiempo la liberacion del antimicrobiano.
Ademas, habria que considerar que el proceso de difusion pudo verse afectado por la

arquitectura de la matriz de las nanoparticulas.
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Figura 2. Curva de cinética de liberacion de ciprofloxacina a partir de dos soluciones de

nanoparticulas, una con carga neta negativa y otra con carga neta positiva.
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3.1.3. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Se observo un mayor tamafio de particula y una mayor distribucion de tamafios en la
formulacion de las NLC* en comparacién con las NLC™ (Figura 3). Los valores de
potencial zeta confirmaron la carga superficial de las nanoparticulas y los valores de

didmetro indican el mayor tamafio de las nanoparticulas NLC* (Tabla 1).

Figura 3. Iméagenes obtenidas al microscopio electronico de transmision de A. NLC  y B.
NLC*

Tabla 1. Caracterizacion de NLC preparadas por ultrasonicacion.

Formulacién | Diametro (nm) | Potencial Z (mV)
NLC 151.7£0.9 -0.87£0.17
NLC* 2324 %25 +8.82+1.20

3.2. Determinacién de la CIM de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados en

cultivos de células plancténicas de P. aeruginosa

Un antibidtico comUnmente utilizado contra P. aeruginosa es ciprofloxacina, una droga
perteneciente al grupo de las quinolonas (antimicrobiano sintético que inhibe la replicacion
del ADN en los microorganismos) y utilizada rutinariamente en ensayos de determinacion
de CIM vy de sensibilidad de cepas bacterianas a antibiéticos. En el presente trabajo se
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determind la CIM en cultivos de células plancténicas para corroborar la sensibilidad de este

microorganismo a la ciprofloxacina.

Los resultados de la determinacion de CIM en cultivos plancténicos de P. aeruginosa se
observan en la Tabla 2 y corresponden al menos a siete experimentos independientes con
mas de tres repeticiones cada uno. Las CIM para el antibidtico libre y NLC" fueron
significativamente mas bajas que para el NLC" (p= 0.0017 y p= 0.0028, respectivamente).
Los valores de CIM obtenidos con antibidtico libre, 0.5-1 pg/mL, concuerdan con los
informados en bibliografia (Macia et al., 2014). Los valores de CIM para ciprofloxacina

NLC" y NLC fueron 1-2 pg/mL y 0.5-1 pg/mL respectivamente.

Tabla 2. Valores de CIM de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados en cultivo

planctonico de P. aeruginosa.

Tratamiento CIM (pg/mL)

ciprofloxacina 0.5-1
ciprofloxacina NLC 0.5-1
ciprofloxacina NLC* 1-2

Estos resultados se pueden explicar por el proceso de liberacion del antibidtico desde las
nanoparticulas. Como el tiempo de incubacion con el antibiético en todas las condiciones
fue de 24 hs y la liberacion a partir de las NLC* a este tiempo fue menor (Figura 2), se
necesitaria mayor concentracion para inhibir el crecimiento bacteriano. Es posible que el
valor de CIM de este tratamiento refleje el balance entre el efecto bactericida del quitosano,
por el cual se hubiera esperado un valor mas bajo de la CIM, y la lenta liberacion de

antibiotico de la nanoparticula, que resultaria en una CIM mas alta.

La capacidad bactericida intrinseca del quitosano se basa en la interaccion electrostatica
entre el quitosano cargado positivamente y las membranas celulares cargadas
negativamente que altera las propiedades de barrera de las mismas, impidiendo el flujo de
nutrientes y desechos y provocando la muerte celular (Chung et al., 2004). Existe una

interaccion electrostatica entre los grupos NH4* del quitosano y el grupo fosforilo de los

223



fosfolipidos en las membranas. Esta interaccion causa dafios provocando la salida de
material intracelular. Ademaés, puede actuar como quelante de metales, inhibiendo el
accionar enzimético (Varma et al., 2004).

En relacion a los resultados de CIM para ciprofloxacina libre y la formulacion NLC",
ambos tratamientos se comportaron de manera similar. En cultivos planctonicos, el efecto
de liberacion gradual de antibiotico no tiene el mismo peso que en crecimiento en biofilm

donde el antimicrobiano tiene que pasar la barrera de la matriz.

3.3. Determinacién de la CIM-b de ciprofloxacina y sus andlogos nanoparticulados en

biofilms de P. aeruginosa

La resistencia a antimicrobianos estd dada por varios mecanismos. Uno de ellos se enfoca
en la diferente expresion génica de las bacterias formando biofilms, ya que el patrén de
expresion difiere del de las bacterias en cultivo planctonico. Tradicionalmente los
antimicrobianos han sido disefiados contra estas Gltimas. Las bacterias creciendo en
biofilms pueden no estar produciendo las proteinas que son blanco de accién de los
antimicrobianos, y por lo tanto escapan a sus efectos (Hgiby et al., 2010; Mah y O’Toole,
2001; Stewart, 2002). Las células que se adhieren a la superficie llevan a cabo diferentes
funciones respecto de las células presentes en las capas exteriores. Estas Ultimas utilizan los
nutrientes del medio generando un gradiente en la concentracion de los mismos. Las células
que no captan los nutrientes suficientes cuentan con una baja tasa metabdlica por lo que son
menos susceptibles a antimicrobianos. Ademas, las células de las capas externas pueden
activar respuestas protectoras contra estrés que no son capaces de activar las células
planctonicas. Ademas, es importante mencionar que podria producirse un efecto barrera
dado por la matriz y los grupos de celulas en relacion a la lenta o incompleta penetracion de
un antimicrobiano (Hgiby et al., 2010; Molin y Tolker-Nielsen, 2003).

Los mecanismos de resistencia mencionados anteriormente constituyen un agravante en el
combate contra la formacion de biofilms. Ante el problema surgen nuevas tecnologias

como la utilizacion de nanoparticulas, un sistema de delivery que permitiria mejorar la
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penetracion de los antibidticos. En base a esa hipotesis se realizaron ensayos para la
determinacion de CIM-b utilizando ciprofloxacina y analogos nanoparticulados con cargas

netas diferentes.

Se encontraron diferencias significativas entre todas las CIM-b evaluadas (p<0.0001), tanto
para el antibiotico libre como nanoparticulado. El menor valor de CIM-b se presento para la
NLC*, seguido por la CIM-b de NLC’, y finalmente, el mayor valor lo present6 la
ciprofloxacina libre (Tabla 3). Comparando los resultados aqui obtenidos con los de
células planctonicas (Tabla 2), los valores de CIM-b fueron dos 6rdenes de magnitud
mayores. Esto se correlaciona con los mecanismos de resistencia mencionados

anteriormente.

Tabla 3. Tabla de valores de CIM-b de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados en

biofilms de P. aeruginosa.

Tratamiento CIM-b (pg/mL)

ciprofloxacina 200
ciprofloxacina NLC" 100
Ciprofloxacina NLC* 25-50

El antibidtico encapsulado mostré inhibicion del crecimiento bacteriano a menor
concentracion, lo que podria explicarse por la mejor penetracion de las nanoparticulas a
través del biofilm, resultando en una mayor incorporacién de la droga y a la liberacion de la
misma dentro del biofilm. Las células reciben el antibidtico a través de fusion entre las
membranas celulares y las de las nanoparticulas, por lo cual podrian no reconocer al
antibidtico, como en el caso de la droga libre, y de esta forma se evitaria su expulsion por

las bombas de eflujo.

Se presento una diferencia significativa (p=0.017) entre las CIM de las formulaciones NLC"
y NLC", siendo esta ultima la que requiere menor concentracion de antibidtico para lograr
la inhibicién del crecimiento. Este resultado se podria explicar por la interaccion entre el

biofilm y las nanoparticulas a través de las cargas electrostaticas y por el efecto bactericida
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del quitosano. Se sabe que la superficie del biofilm estd cargada negativamente debido a la
presencia de lipopolisacéridos, por lo que atrae nanoparticulas con carga positiva. Ademas,
éstas NLC™ poseen el efecto bactericida del quitosano, que causa pérdida del material
intracelular al alterar la permeabilidad de la membrana, se une al ADN bacteriano y quela

metales traza necesarios para el crecimiento celular (Forier et al., 2014).

3.4. Determinacién de la CIM-b de ciprofloxacina y ciprofloxacina nanoparticulada
en biofilm de P. aeruginosa luego de tratamiento con plasma frio a presion

atmosférica

En los Capitulos 2, 3 y 4 se demostr6 la efectividad del plasma de descarga de gases
operando en aire en la erradicacion de biofilms de P. aeruginosa PAO1. Se encontré que
una de las posibles causas de la destruccion del biofilm por plasma es el efecto sobre la
matriz. Ademas, se ha reportado una disminucion en el area y espesor de la matriz del
biofilm en tratamientos con plasma respecto de otros sin tratar (Vandervoort y Brelles-
Marifio, 2014). Estos autores sugirieron que el plasma podria reducir la matriz por

oxidacion o peroxidacion de exopolisacaridos, lipidos u otros componentes.

A partir de estos conocimientos y la observacion del efecto del antibiético nanoparticulado
sobre los biofilms, se evalud el efecto del tratamiento con plasma seguido de una
incubacion con nanoparticulas. La hipotesis de trabajo fue que el dafio provocado a la
matriz por el plasma frio podria aumentar la penetrabilidad de las nanoparticulas cargadas

con antibiotico.
En la Tabla 4 se muestran los valores de las CIM-b de los distintos antimicrobianos

utilizados sobre los biofilms control (sin tratamiento con plasma) y luego de tratados con

plasma.
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Tabla 4. CIM-b de ciprofloxacina y sus analogos nanoparticulados en biofilms control y

tratados con plasma de P. aeruginosa.

CIM-b (ug/mL)
Tratamiento
Control Con plasma
Ciprofloxacina 200 50-100
Ciprofloxacina NLC" 100 100
Ciprofloxacina NLC™) 25-50 50-100

En comparacion con los resultados para los biofilms control, en los tratados con plasma
previamente, los valores de CIM-b disminuyeron significativamente (p<0.0001) en el caso
de ciprofloxacina libre, se mantuvieron para ciprofloxacina NLC™ y aumentaron
significativamente (p<0.001) para ciprofloxacina NLC*. En el caso del antibiético libre, la
disminucion de la CIM-b podria deberse a la degradacién de la estructura de la matriz del
biofilm mediante el plasma. Se sabe que las ROS degradan proteinas de adhesion e
integrinas, lo que altera la union célula-célula afectando la permeabilidad de la matriz. Las
ROS ademaés producen oxidacion y peroxidacion de diversos componentes de la matriz
alterando asi la permeabilidad de la misma. El estrés nitrosativo por RNS también
contribuiria a este efecto. Ademds, la degradacion del exopolisacarido por
despolimerizacién causada por radicales libres disminuiria la densidad de la matriz, por lo

que el antibidtico se pondria en contacto con las células més facilmente.

Recientemente, Kohanski y colaboradores (2007) demostraron que diferentes clases de
antibiodticos inducen la produccion de ROS que contribuyen a la actividad antimicrobiana
sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus. También, se ha reportado la produccién de
ROS en biofilms de P. aeruginosa PAOL por tratamiento con ciprofloxacina (Jensen et al.,
2014). Entre las especies detectadas, O2" y H202 son blanco de superdxido dismutasas,
catalasas y peroxidasas, pero no se conoce enzima que catalice la detoxificacion de OH, el

cual induciria lesiones oxidativas en proteinas, DNA vy lipidos.

No se encontraron diferencias significativas entre las CIM-b de los distintos

antimicrobianos luego de tratamiento con plasma. Teniendo en cuenta la presencia del
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ambiente oxidativo en el biofilm resultante del tratamiento con el antibiotico e
incrementado por las RONS generadas por el tratamiento con el plasma, se podrian explicar
los valores de CIM-b obtenidos utilizando el antimicrobiano nanoparticulado. El ambiente
reactivo podria degradar la capsula de las nanoparticulas por peroxidacion de los lipidos
que la constituye. Por consiguiente, el efecto observado seria similar a tener el antibidtico

en su forma libre y de ahi que los valores sean similares en los tres casos.

3.5. Estudio cualitativo de biofilms tratados con nanoparticulas mediante microscopia

de epifluorescencia y microscopia electronica de barrido

Se incubaron los biofilms de P. aeruginosa junto a nanoparticulas adosadas a un fluoréforo
DiOC18 y posteriormente se observaron con el microscopio de epifluorescencia (Figura 4).
Se observd mayor fluorescencia en el tratamiento con las nanoparticulas positivas
(Columna A). Esto puede estar relacionado a la interaccion electrostatica entre la
superficie del biofilm y el antimicrobiano con las nanoparticulas positivas. Se observé poca

interaccidn entre las nanoparticulas con carga negativa y el biofilm (Columna B)

Figura 4. Imagenes obtenidas mediante microscopio de epifluorescencia de biofilms

incubados junto a nanoparticulas adosadas al fluoroforo DiIOC18. Columnas A. incubacion
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de biofilm con NLC* y B. incubacion de biofilms con NLC". Imégenes obtenidas con un

aumento 100X.

Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (Figura 5) permitieron la
observacién con mayor detalle del estado de las células y de la matriz tanto en los biofilms
control sin exposicion al plasma ni a antibiético como en los biofilms luego del tratamiento

con plasma en ausencia o en presencia de antibidtico libre o nanoparticulado.

En la Figura 5 del biofilm control (A), se observo la estructura tridimensional compuesta
por cumulos de células y espacios vacios, las células se encuentran rodeadas y entrelazadas
por fibras de matriz. En estas muestras, la matriz se vio compacta y estructurada. En el
biofilm tratado con plasma durante 3 min (B), alin se presentaron células de forma y
tamafio normales, aunque también se observaron otras redondas y mas pequefias. Se
evidencio una desestructuracion de la matriz, que se observd menos compacta y con mas
espacios vacios. Casi no se encontraron fibras como en el caso de los biofilms control y el

aspecto general de la matriz es mucho mas laxo.
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Figura 5. Imagenes obtenidas al microscopio electronico de barrido. A. biofilm sin

exposicion a plasma ni antibiotico (control), B. biofilm expuesto a plasma durante 3 min,
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C. biofilm expuesto a plasma durante 3 min e incubado con ciprofloxacina libre, D. biofilm
expuesto a plasma durante 3 min e incubado con ciprofloxacina nanoencapsulada NLC™, E.
biofilm expuesto a plasma y a ciprofloxacina nanoencapsulada NLC". Las imagenes de la

izquierda corresponden a un aumento 5000X, y las de la derecha a 10000X.

En el caso de las muestras tratadas con antibiotico y plasma, el efecto méas dramético se
evidencio en el tratamiento con ciprofloxacina libre, lo que corresponderia con los
resultados de CIM-b, ya que fue la condicion en la que se observd mayor diferencia entre
los biofilms tratados con plasma y sin tratar. Se observaron células mayormente sueltas,
muchas de ellas deformadas o lisadas y muy poca formacién de acimulos. No se observé
una estructura tridimensional ni matriz, por lo cual se podria concluir que ya no se tiene un

biofilm.

En los tratamientos con plasma y ciprofloxacina nanoencapsulada, se ven diferencias entre
las nanoparticulas NLC™ o NLC". En ambos casos, la tridimensionalidad de la estructura
estd comprometida y no se observa una matriz tipica con acumulos de células y fibrillas. En
las nanoparticulas NLC*, se observé una estructura densa y compacta que cubria o
enmascaraba las células y que podria deberse a la propia formulacién que contiene
quitosano, ya que las cargas positivas de éste podrian interactuar con la superficie del
biofilm y las cargas negativas del ADN extracelular. Este cubrimiento concuerda con las
fotos obtenidas por microscopia de epifluorescencia (Figura 4), donde se observé la
superficie del biofilm cubierta por las NLC* adheridas al fluoréforo. Ademas, esa capa
podria deberse a la degradacion de las nanoparticulas por el ambiente reactivo del biofilm
en contacto con las ROS provenientes tanto del plasma como de si mismo luego del
accionar de la ciprofloxacina. En estas imagenes también se observa la presencia de
nanoparticulas intactas. En los tratamientos con NLC" se distinguen células lisadas y
escasez en matriz, resultando en un biofilm plano y con muy poca estructura

tridimensional.

231



4. CONCLUSIONES

Se encontré mayor efectividad del antimicrobiano nanovehiculizado respecto del libre para
el tratamiento de biofilms de P. aeruginosa. Estos resultados abren una nueva puerta al uso
farmacologico de antibioticos en formulaciones nano o microparticuladas. En conjunto,
tratando los biofilms con plasma y antimicrobiano nanovehiculizado, no se observo
disminucion en los valores de CIM comparando con biofilms no expuestos a plasma, lo
cual pareceria indicar que no hay un efecto sinérgico entre el plasma y el antimicrobiano
nanoparticulado. Seria interesante probar con nanoparticulas hechas a partir de otra matriz
0 agregar algun agente protector a la formulaciéon a fin de evitar los dafios por estrés
oxidativo generado por el plasma. Si bien no se evidencio sinergia entre el plasma y el
antimicrobiano nanoparticulado, seria interesante evaluar si hay un efecto de orden en los
tratamientos, tal como se ha demostrado para los tratamientos combinados de antibiotico y
fagos, incubando el biofilm primero con el antibidtico y luego sometiéndolo a plasma. Los
resultados de los experimentos de plasma y ciprofloxacina libre si mostraron disminucion
en los valores de CIM en biofilms expuestos a plasma en comparacion con los no tratados.
Ademas, segun lo reportado respecto de la sinergia de fagos y antibi6ticos en la destruccion
de biofilms, también en el presente caso seria muy interesante evaluar el efecto del plasma
aplicado luego del tratamiento antimicrobiano.
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MODELO PROPUESTO PARA LA ERRADICACION DE BIOFILM DE P.
aeruginosa MEDIADO POR PLASMA

La hipdtesis del presente trabajo de tesis doctoral fue que el plasma de descarga de gases
es Util para la inactivacién de biofilms bacterianos y como objetivo general, se esperaba
dilucidar algunos de los aspectos del mecanismo que explica la inactivacion de biofilm
por plasma. Con esta finalidad, se evalué una fuente de plasma DBD operada en aire
humidificado sobre biofilms de P. aeruginosa. Se estudio la cinética de inactivacion de
biofilms luego del tratamiento con plasma y el efecto del mismo sobre su fisiologia y
arquitectura. Ademas se investigoé el efecto del tratamiento con plasma sobre la matriz del

biofilm.

En el Capitulo 2 se reportd una cinética de inactivacion de doble pendiente, en la cual a los
15 min de tratamiento con plasma en aire humidificado se obtuvo un descenso en las
UFC/mL de 5.6 unidades logaritmicas, lo cual representd mas de un 99.999% de eficacia
letal. Sin embargo, el recuento de colonias en un medio agarizado no tiene en cuenta que
las células pueden seguir viables y hasta conservar la virulencia, aunque no den crecimiento
de colonias luego del tratamiento. Es por esto que en el Capitulo 3 se evalud el estado
fisioldgico de las células del biofilm tratadas con plasma por medio de microscopia de
epifluorescencia y kit de viabilidad bacteriana. Se encontr6 que, a los 15 min de exposicion
al plasma, aunque no hubo conteo de UFC aln se presentaron células viables y virulentas;
por lo que fueron necesarios 30 min de exposicion para la erradicacion del biofilm.

Con el fin de dilucidar algunos de los mecanismos de accion del plasma en la erradicacion
de biofilms, se evalu¢ el efecto de la radiacion UV del plasma sobre los mismos. En nuestro
caso, la radiacion UV representd un aporte importante a la inactivacion de los biofilms, con
un 47.06% de eficacia letal, lo que implica que en la descarga de plasma se estan generando
cantidades importantes de fotones UV. Se presentd una disminucidon inicial lenta
posiblemente debida a que la profundidad de accion de los fotones UV se limita a una capa

de un micrémetro.
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En el Capitulo 3 se informo la presencia de ADN de manera abundante en la matriz
extracelular (eDNA) del biofilm. Para determinar el rol que cumple este eDNA en cuanto a
la proteccion del biofilm frente al tratamiento con plasma, se degradé con ADNasa antes
del tratamiento y se determind la curva de supervivencia del biofilm a diferentes tiempos de
exposicion. Se encontré un cambio en la cinética de inactivacion y una reduccién en el
valor D con respecto al biofilm con eDNA, sugiriendo que este ADN es importante en la
proteccion del biofilm frente al tratamiento con plasma ya que al degradarlo, el biofilm se
erradica mas rapidamente. En el Capitulo 4 se muestran imagenes de SEM de biofilms de
P. aeruginosa tratados durante diferentes tiempos de exposicion al plasma. En estas
imagenes, los biofilms control presentaron una estructura tridimensional compuesta por
cimulos de células y espacios vacios, ademéas de fibras entrelazando las bacterias y
cubriendo toda la matriz. Estas fibras, presumiblemente de exopolisacarido Psl y eDNA, se
observaron en menor medida en los biofilms tratados durante tiempos cortos con plasma y

fueron degradadas totalmente en los expuestos a tiempos largos del tratamiento.

Tanto los biofilms con y sin eDNA tratados con plasma, como los tratados solo con la
radiacion UV del plasma, presentaron una cinética de inactivacion de dos pendientes, en la
cual se observd una primera etapa rapida de disminucion de las UFC/mL seguida de una
mas lenta. La cinética de doble pendiente podria deberse a que primero ocurre la muerte de
los microorganismos de las capas superiores facilmente disponibles y méas expuestas al
plasma; y después, el plasma penetra las capas de restos celulares y células muertas antes
de llegar a la parte interna del biofilm. En nuestro caso, es posible que la radiacién UV del
plasma este desestabilizando las redes eDNA-Psl y deje méas expuestas las células a las

especies reactivas del plasma.

En el Capitulo 4, se demostro la disminucion en la cantidad y pérdida de la estructura de la
matriz extracelular del biofilm a mayor tiempo de exposicion al plasma. Por microscopia de
epifluorescencia se observaron cimulos de matriz tanto en los biofilms control como en los
tratados durante tiempos cortos de exposicion al plasma, mientras que en los tratados
durante tiempos largos se observo desintegracion de la misma. En las imagenes SEM de los

biofilms tratados durante tiempos cortos de exposicion al plasma, se empiezan a observar
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algunas células de forma irregular, pero no se observan dafios significativos sobre las
células o la matriz; mientras que el biofilm expuesto a tiempos largos del tratamiento,
perdid la estructura tridimensional, presentd dafio celular y desintegracion de la matriz.
Ademas, por medio de la técnica FTIR, se encontraron cambios secuenciales en la
composicion quimica del biofilm al ser tratado con plasma. Se observo que el tratamiento
produce agregacion o desnaturalizacion de las proteinas del biofilm y formacion de dimeros
de timina que conducen a dafios en el ADN, principalmente a los 30 min de exposicion.
Ademas, se encontré que el dafio en los polisacaridos de la matriz ocurre en los primeros
minutos de tratamiento. El principal dafio se observé en el Psl de matriz, lo que sugiere que
se podrian estar desestabilizando las fibras eDNA-Ps| que recubren y protegen las células.
Estos resultados demuestran que la erradicacion del biofilm por la exposicion al plasma
estd relacionada con la disminucion de la cantidad, cambio en la composicion quimica y

pérdida de estructura de la matriz.

En el Capitulo 5 se caracterizé la fuente de plasma DBD utilizada para la erradicacion de
biofilms de P. aeruginosa. Por medio de técnicas de OES se encontrd la presencia de
bandas de N excitadas y de iones de No* y la formacién de Oz, H2O2 y NOs™ en el gas
efluente del plasma. La erradicacion eficiente y rapida de los biofilms de P. aeruginosa por
el tratamiento con nuestro dispositivo de plasma se podria atribuir a los iones y a estas
RONS, ya que estan asociadas al estrés oxidativo en las células bacterianas y al dafio de

lipidos, proteinas, ADN y carbohidratos.

También hay que tener en cuenta los mecanismos fisicos de erradicacion microbiana por
plasma, como la alteracion electrostatica y la electroporacion. Los iones N2* encontrados en
nuestra descarga podrian estar aumentando la fuerza electrostatica y alteando la membrana
celular, ya que las estructuras rigidas de la pared bacteriana se destruyen
electrostaticamente debido a la repulsion mutua de los iones retenidos en la superficie
celular. Ademas, el campo eléctrico al que se someten los microorganismos durante el
tratamiento con plasma podria generar la formacidn de poros en la membrana vy la filtracion

del contenido celular y finalmente conducir a la muerte del microorganismo.
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Ya que en el Capitulo 4 se mostré que el plasma afecta la matriz del biofilm, se planteo la
posibilidad de aumentar la penetracion de un antibiético luego del tratamiento del biofilm
con plasma. En el Capitulo 6 se evalud el efecto combinado del tratamiento con plasma
DBD vy ciprofloxacina libre y nanovehiculizada para la erradicacion de biofilms de P.
aeruginosa. EIl tratamiento con plasma resultdé en una reduccion de la CIM para
ciprofloxacina libre; sin embargo, no se observé una clara sinergia entre el plasma y el
antimicrobiano nanovehiculizado. Estos resultados apoyan nuestra hipétesis de que el
efecto del plasma sobre la matriz del biofilm aumenta la penetracion del antibiotico y por lo

tanto mejora su eficacia de accion.

En virtud de los resultados presentados, se propone un modelo en el cual las especies
reactivas del plasma junto con la radiacién UV podrian estar degradando la matriz desde
tiempos cortos de exposicion a medida que penetran a través de las EPS, dejando las células
vulnerables al tratamiento. Estas células sufririan cambios morfol6gicos y fisioldgicos
secuenciales, perdiendo en primera instancia la cultivabilidad aunque no la virulencia, para

finalmente sucumbir al tratamiento.

Dada la importante contribucion de la radiacién UV, su relacion con los dafios directos
sobre el ADN vy teniendo en cuenta su poco poder de penetracion, se propone que esta
radiacion afectaria las células superficiales del biofilm y también el eDNA que lo recubre y
protege, desestabilizando o degradando las redes eDNA-Psl de la matriz y abriendo el

camino para la posterior accién de las RONS y los iones del plasma.

Las RONS y los iones del plasma inducen la oxidacion de carbohidratos, lipidos y proteinas
tanto en la matriz como dentro de la célula. La oxidacion de los componentes de la matriz
lleva a la degradacion y desestructuracion de la misma, dando paso a las RONS y a los
iones a actuar directamente sobre las células. En los primeros minutos de tratamiento, hay
una degradacion del polisacarido Psl de la matriz, que se evidencia por la liberacion de las
subunidades de ramnosa, manosa Yy glucosa que lo componen; lo que ademas, podria estar
desestabilizando las fibras de eDNA-Psl que protegen las células. Posteriormente, la

oxidacion de las proteinas modifica su estructura secundaria, las laminas [ paralelas
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cambian a giros B y laminas B antiparalelas, produciendo una estructura estable “stper-
secundaria” que se repite regularmente y que esta relacionada con su desnaturalizacion.
Esta oxidacion podria producir cambios estructurales que desestabilicen la matriz y la
membrana celular, y/o funcionales que alteren el metabolismo de la célula. Ademas, las
RONS al igual que la radiacion UV, inducen dafios en el ADN y formacién de dimeros de
timina. ElI Os y el H202 podrian iniciar la peroxidacion lipidica y desencadenar una
reaccion destructiva en cadena al generar radicales lipidicos. La peroxidacion de lipidos
compromete la integridad estructural de la membrana celular, genera un desequilibrio

osmotico y da lugar a la lisis celular.

En conclusidn, se plantea un mecanismo de erradicacion del biofilm de P. aeruginosa por
plasma en el que, en primera instancia, ocurre una alteracion de la matriz del biofilm que se
traduce en una reduccién del espesor de la misma y en cambios quimicos debidos al efecto
conjunto de la radiacion UV, los RONS y los iones del plasma. Esta alteracién en la matriz
se iniciaria con la degradacion de los exopolisacarios, como el Psl, y posteriormente, con la
oxidacion de las deméas macromoléculas de la matriz, formandose dimeros de timina en el
ADN vy presentandose cambios en la estructura secundaria de las proteinas. Finalmente, el
tratamiento con plasma actuaria directamente sobre las células, provocando la lisis celular
debida el estrés oxidativo, la alteracion electrostatica y la electroporacion; llevando a la
perdida de la viabilidad celular. La cinética de inactivacion de doble pendiente refleja la
primera fase rapida de destruccion superficial del biofilm, seguida de una fase mas lenta de
la erradicacion de las capas internas celulares. Como respuesta al tratamiento con plasma,
las células del biofilm podrian entrar en el estado de VBNC o producir esferoplastos,
entonces seguirian viables y virulentas pero no cultivables. Por lo cual, la erradicacion total

del biofilm se presentaria a tiempos mas largos de exposicion al plasma.
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