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Resumen del presente Trabajo de Tesis

En el presente trabajo de tesis se estudi6 comparativamente la adhesion,
distribucion y organizacion espacial de las bacterias moviles, Pseudomonas fluorescens, y
sus apendices sobre superficies con distintas topografias, composicién quimica vy
propiedades fisicoquimicas. Los materiales empleados para la realizacion de los ensayos
fueron: (1) Au, (2) Cuy (3) poliisobutilcianoacrilato (PBCA). Mediante técnicas de micro
y nanofabricacion se obtuvieron patrones superficiales de dimensiones caracteristicas
similares, mayores y menores que las de las bacterias y con distintas topografias y
orientaciones. Las técnicas empleadas para la fabricacién de las nano y microestructuras
superficiales fueron las siguientes: (i) Microfabricacion por técnicas de moldeo y
replicacion mediante monocapas autoensambladas (SAMs) y (ii) Microfabricacion
mediante deposicion por meétodos fisicos a través de mascaras. La utilizacion de
microscopia de fuerza atomica (AFM) permitio evaluar a nivel micro y nanométrico tanto
la topografia y rugosidad de los sustratos fabricados como los procesos que ocurren en la
interfase sustrato/fluido tales como cambios en la ubicacion, tamafio y orientacion de
bacterias, flagelos y pilis, en la rugosidad de membrana celular y en la division y
agrupamiento celular entre otros. A partir del detallado estudio de la adhesion y
colonizacion de Pseudomonas fluorescens sobre superficies con diferentes topografias se
identificaron las caracteristicas iniciales del proceso de auto-organizacion espacial
microbiano sobre los distintos sustratos solidos con el objeto de propagarse sobre los
mismos. En base a la aplicacion de los resultados y conocimientos adquiridos se logré
mejorar la eficacia de los antibidticos a través del uso de superficies microestructuradas

especificas.
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Capitulo 1

Descripcion de biofilms, desarrollo e
importancia de su estudio.
Impacto de las técnicas de micro-

nanofabricacion en sistemas bioldgicos.

1.1. Introduccion.

Uno de los mayores avances en microbiologia que se ha realizado en los ultimos
50 afios ha sido, sin lugar a dudas, el conocimiento del crecimiento y el desarrollo de
microorganismos sobre diferentes superficies formando biopeliculas o biofilms.

Vale la pena recordar que las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos
formas o estados:

a) bacterias planctdnicas, de libre flotacién y suspendidas en el fluido,

1
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b) bacterias sésiles (formadoras de biofilm), creciendo en colonias de
microorganismos adheridas a superficies sélidas.

Se ha reportado que el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de
biofilms, y tan s6lo 1% vive en estado plancténico (1-3). Este singular comportamiento
tiene profundas consecuencias en el modo de analizar la supervivencia de las células
procariotas tanto en ambientes naturales o industriales como en el organismo humano.

En un principio, el estudio de los biofilms estuvo ligado al ensuciamiento
bioldgico o biofouling que causaba problemas en la industria (4) definiéndose a los
biofilms o biopeliculas como una comunidad de bacterias adheridas a una superficie sélida
e inmersa en un medio liquido (5-6). Estudios posteriores, con técnicas mas avanzadas
permitieron a Donlan (7) en 2002 efectuar una descripcién ampliamente aceptada de un
biofilm, estableciendo que es “una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células
que estan adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, 0 unas con otras, encerradas
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y que
exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y trascripcion génica”.

Resulta interesante que, a pesar de que los biofilms pueden estar formados por una
0 mas especies de diferentes géneros, los mismos presentan similitudes en relacion a las
caracteristicas estructurales y al comportamiento resultante. Por ejemplo, el tipo de
estructuras observada para las microcolonias de biofilms maduros es, sorprendentemente,
similar para comunidades de una 0 mas especies que crecen en diferentes tipos de habitats
(8-10).

1.2. Importancia de su estudio.

La adhesién microbiana a superficies y posteriormente el desarrollo del biofilm
han sido reportados en gran variedad ambientes. Las biopeliculas constituyen un modo
protegido de crecimiento y desarrollo que permite a los microorganismos sobrevivir en
ambiente hostiles, siendo su comportamiento y fisiologia significativamente diferentes de
aquellos microorganismos que crecen en medio liquido.

Actualmente, la combinacion de técnicas de observacion tridimensionales de alta
resolucion, colorantes moleculares especificos fluorescentes y los equipos necesarios para
el cultivo de biofilms han demostrado que las biopeliculas no son simplemente agregados
pasivos de células que estan adheridos a una superficie, sino que son sistemas bioldgicos
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complejos desde el punto de vista estructural y dinamico. La importancia de estas
estructuras microbianas complejas reside en la existencia de un nivel de diferenciacion que
requiere un sofisticado sistema de sefiales célula-célula y un grado de especializacion
celular. El proceso de desarrollo del biofilm es Gnico en biologia debido a que involucra la
actividad coordinada de varios genomas de procariotas relativamente pequefios, en
comparacion con los grandes genomas eucarioticos, para generar una comunidad funcional
multicelular. Esta nocion modifica el conocimiento que se tenia de las bacterias debido a
que las celulas individuales que se han estudiado en cultivos planctonicos en realidad son
miembros de una comunidad multicelular cuya complejidad y sofisticacion recién ha sido
apreciada en las tltimas décadas (11).

Se pueden encontrar biofilms en todos los medios en donde existan
microorganismos: en el medio natural, clinico o industrial. Sélo se requiere la presencia de
un medio hidratado y una minima cantidad de nutrientes, ya que pueden desarrollarse en
gran variedad de superficies. La presencia de biopeliculas en una gran diversidad de
ambientes trae como consecuencia una importante y variada cantidad de problemas
relacionados tanto con la medicina (infecciones), la industria en general (biocorrosion,
pérdida de rendimiento), la industria alimentaria en particular (contaminacion microbiana
de alimentos), el biodeterioro de patrimonios culturales, entre otros. Cabe aclarar también
que los biofilms estan relacionados con algunos procesos beneficiosos (biolixiviacion,
biorremediacion, etc.). De alli, el significativo interés de su estudio.

Por su importancia en la salud humana la relacién biofilm/infecciones merece una
descripcion detallada. La mayor parte de las enfermedades infecciosas del siglo pasado
eran causadas por bacterias dotadas de mecanismos patogénicos especificos: difteria,
tuberculosis, célera, coqueluche, etc. Los antibiodticos y vacunas desarrollados para estos
gérmenes lograron una notable eficacia en su control. En la actualidad, la frecuencia y
gravedad de las infecciones de estas bacterias han sido desplazadas del primer plano por
microorganismos ubicuos, capaces de producir infecciones de tipo crénico, que responden
pobremente a los tratamientos antibidticos y no pueden prevenirse mediante inmunizacion.
Diversas publicaciones recientes sefialan que por lo menos el 65% de todos los procesos
infecciosos bacterianos humanos podrian involucrar la formacion de biofilms (1-3, 12).

En los altimos 10 afos, debido a su prevalencia abrumadora, los biofilms han sido
reconocidos progresivamente como factores importantes en la patogenia de muchas

infecciones humanas persistentes, incluyendo placa dental, caries, infeccion periodontal,
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neumonia por Pseudomonas, fibrosis quistica, cistitis cronica, endocarditis bacteriana,
osteomielitis, y prostatitis cronica. También se ha demostrado que los biofilms se
desarrollan en una variedad de dispositivos médicos implantables, provocando infecciones
asociadas, destacandose entre ellas la sepsis por catéteres endovenosos y arteriales.
Ademés se han descrito en catéteres urinarios, sigmoidoscopios y lentes de contacto.
Constituyen también un problema serio en valvulas cardiacas artificiales, marcapasos y
prétesis ortopédicas las cuales, una vez infectadas, generan infecciones excepcionalmente
dificiles de resolver mediante antibioticos (1, 7, 12-16).

Por otra parte, desde los afios *70 se ha documentado la acumulacién bacteriana
en tubos endotraqueales en unidades de cuidado intensivo. La presencia de biofilms Gram-
negativos en estos tubos ha sido relacionada con neumonia intrahospitalaria,
presumiblemente por diseminacion mecanica durante la aspiracion (17).

Vale la pena recordar que la placa dental es también un biofilm. La naturaleza de
la placa dental comenz6 a adquirir gran importancia a partir de los mediados de los ’60,
poniéndose énfasis en los factores contribuyentes a la diversidad de ecosistemas,
incluyendo pH, potencial de oxido-reduccién y requerimientos nutricionales.

En otorrinolaringologia, aunque existe escasa literatura respecto a la participacion
de los biofilms en enfermedades localizadas en esta area, gradualmente se esta
evidenciando que los biofilms poseerian un rol importante en derrame crénico en oido
medio, amigdalitis crdnica, sinusitis cronica, colesteatoma, e infecciones asociadas a
dispositivos, tales como tubos de timpanostomia, protesis vocales y tubos endotraqueales
(18-21). Los tubos de timpanostomia son quizas los dispositivos de material foraneo mas
frecuentemente implantados en humanos. Se ha estudiado con microscopia, tanto
electronica como laser confocal, la influencia que tienen la superficie y las propiedades

fisicas del material en la formacidn de biofilm en estos dispositivos (22-25).

1.3. Estructura de los biofilms.

Claude Zobell fue el primero en notar la marcada preferencia de las bacterias
marinas por el crecimiento sobre superficies (26) y el grupo de Costerton extendi6 esta
observacion a una gran variedad de ecosistemas microbianos incluyendo también

superficies vivas como, por ejemplo, los tejidos de los organismos eucariotas (14). Este
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concepto inicial sobre el crecimiento preferencial sobre superficies no insinuaba, en un
principio, ningun tipo de estructura compleja del biofilm (4), y hasta el afio 1987, se creia
que los biofilms eran simples cimulos de material polimérico dentro del cual se
encontraban embebidas aleatoriamente las células microbianas sin ningun tipo de
organizacion (5). Durante esta primera etapa de estudio del biofilm, una pregunta
permanecia inconclusa: ;De qué manera las bacterias dentro de la matriz polimérica tenian
acceso a los nutrientes, entre ellos, el oxigeno? Esta pregunta fundamental fue respondida
cuando se obtuvieron las primeras imagenes de biofilms in vivo con el microscopio
confocal de barrido (SCLM), demostrando que las bacterias sésiles crecen dentro de
microcolonias embebidas en una matriz polimérica que incluye canales abiertos. Este tipo
de estructura abierta permite que el agua, presente en el ambiente en donde se desarrolla el
biofilm, pueda penetrar a través de los canales y por lo tanto los nutrientes lleguen a zonas
profundas de la microcolonia dentro de la comunidad del biofilm. El intercambio de
nutrientes, facilitado por la arquitectura del biofilm, permite que estas comunidades
desarrollen un espesor y una complejidad considerable mientras que las células
individuales que las componen se mantienen en Optimas condiciones nutricionales, en
muchas ubicaciones dentro del biofilm.

La formacion del biofilm puede ocurrir por al menos tres mecanismos. Uno de
ellos es la division binaria de las células adheridas (27). ElI segundo mecanismo es la
redistribucion de las células adheridas mediante la movilidad superficial (28). Es decir que
a medida que las células se dividen, las células hijas se desplazan sobre la superficie para
formar cumulos celulares, de manera similar a lo que ocurre en la formacion de colonias en
las placas de agar. Un tercer mecanismo de agregacion es la captacion de celulas
planctonicas a partir del fluido hacia el biofilm desarrollado (29). La contribucion relativa
de estos tres mecanismos depende de los organismos involucrados, la naturaleza de la
superficie colonizada y las condiciones fisicas y quimicas del medio ambiente e impacta

sobre la estructura del biofilm.

1.4. Desarrollo del biofilm: Etapas.

En la mayor parte de la literatura, se describe la formacién de biofilms sobre
superficies a través de una serie de etapas (5, 9, 14, 30-32). Tradicionalmente, se aceptaba

que la formacién de la biopelicula comienza con el transporte de los microorganismos
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hacia una superficie pero, en la mayoria de los ecosistemas estudiados, el transporte de
masa esta precedido por la adsorcion de una fina pelicula orgéanica sobre dicho sustrato
(33). Esta pelicula puede cambiar drasticamente las caracteristicas fisicoquimicas del
sustrato dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie (Etapa 1 en la
Figura 1.1). La segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de microorganismos
(Etapa 2 en la Figura 1.1). La repulsion neta entre la superficie celular y el sustrato puede
ser superada por interacciones moleculares especificas mediadas por apéndices
extracelulares (por ejemplo, pilis, fimbrias y flagelos). Muchas de estas células son capaces
de movilizarse independientemente (34) mediante los apéndices celulares llamados pilis
con movimientos del tipo twitching o gliding (del inglés movimiento con contracciones o
deslizamiento, respectivamente). Estas células todavia no se encuentran en proceso de
diferenciacion y pueden abandonar la superficie para volver al estado planctonico. Durante
esta etapa reversible (35) (Etapa 2 en la Figura 1.1), las bacterias presentan ciertos
comportamientos especificos como, por ejemplo, rodar, reptar, formacion de agregados e
hileras bacterianas (36) antes de comenzar a exudar material polimérico extracelular (EPS)
y adherirse irreversiblemente (Etapa 3 en la Figura 1.1).

Las células adheridas que inician la formacion del biofilm sobre una superficie
estan rodeadas por pequefias cantidades de EPS. Este material polimérico esta compuesto
por polisacaridos, proteinas y &cidos nucleicos. Los autores Davies y Geesey (37) han
demostrado que en Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), los genes responsables de la
produccién de alginatos comienza a regularse después de los 15 min del primer contacto
celular con la superficie. A medida que el biofilm madura, se desarrolla la estructura tipica
de las microcolonias con los espacios intercelulares o canales (Etapa 4 en la Figura 1.1) y
muchas células alteran sus procesos fisioldgicos (por ejemplo crecer anaerébicamente en
las zonas profundas del biofilm) en respuesta a las condiciones particulares del ambiente
dentro del biofilm. Posteriormente algunas microcolonias pueden desprenderse de la
superficie o pueden liberarse células individuales revirtiendo su estado a bacterias
planctonicas que se desprenden de la matriz extracelular dejando espacios entre las
microcolonias que pueden actuar como canales dentro de la estructura del biofilm (Etapa 5
en la Figura 1.1). Estos procesos no necesariamente se encuentran sincronizados a traveés
de todo el biofilm sino que generalmente ocurren de manera tal que en cualquier momento,

una region de las colonias esta ocupada por biofilm en distintos estadios del desarrollo.
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Figura 1.1. Esquema representando las etapas presentes durante el desarrollo de un biofilm sobre un sustrato

Las 5 fases en el desarrollo de una biopelicula (Figura 1.1) y los procesos

involucrados en ellas se describen en detalle a continuacion.

ETAPA 1. Acondicionamiento de la superficie.

Existen factores externos que afectan la adhesion de las bacterias desde un medio

liquido sobre un sélido.

e Factores fisicos: Los factores fisicos mas importantes son la tension de corte,
temperatura, rugosidad, topografia y carga superficial. Estos factores influencian el
transporte, los fendmenos interfasiales, el desprendimiento y las reacciones en la
interfase (38).

e Factores quimicos: Los factores quimicos son numerosos, algunos de los mas
importantes son: la composicién de la superficie del sustrato, la composicién del
medio en el que se desarrolla el biofilm, el pH, el oxigeno disuelto (38).
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La materia organica presente en el agua se adsorbe sobre las superficies y forma
lo que se conoce como “pelicula acondicionante” (conditioning film), cambiando las
propiedades quimicas Yy fisicas de la interfase sustrato/fluido y tornandola mas amigable

para la adhesion bacteriana.

ETAPA 2. Adhesion reversible.

La adhesion primaria (reversible) de bacterias a una superficie o a un sustrato
puede ser de dos maneras:

e Activa: La motilidad, otorgada por flagelos, fimbrias y pilis tipo 1V, ayudaria a la
bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de la adhesion, siendo su
funcién principal vencer las fuerzas de repulsion mas que actuar como adherente.
Sin embargo, la motilidad no parece ser un requisito esencial para el acercamiento
al sustrato, puesto que bacterias Gram-positivas inmdviles, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de formar biofilms. En
el caso de las bacterias Gram-positivas se ha descrito, en esta primera etapa, la
participacion de proteinas de superficie. Una vez que llegan a la superficie pueden
desplazarse sobre ella mediante movimientos individuales o grupales.

e Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusion, precipitacion de
particulas y dinamica de fluidos pueden favorecer la adhesion de los
microorganismos a cualquier superficie.

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden ejercer una fuerte
influencia en el grado y extension de la adhesion, que se analizara en particular en la
Seccion 1.4 del presente capitulo. En la adhesion bacteriana primaria pueden también
influir, tal como se menciond previamente, variaciones en la velocidad de flujo,
temperatura del agua, y concentracion de nutrientes. Asi, por ejemplo, se ha encontrado
que la variacion en la concentracion de diversos cationes (sodio, calcio, hierro) afecta la
adhesion de Pseudomonas spp a superficies de vidrio (39).

Una vez que las bacterias se encuentran cerca de la interfase, interacciones de
largo alcance entre las células y la superficie del solido determinan si la célula sera atraida
o repelida desde la interfase (40-42).

Frecuentemente, se tiende a predecir o interpretar el mecanismo de adhesion
microbiana mediante los conceptos desarrollados en la literatura de coloides (43-45). Al

respecto debe tenerse en cuenta que generalmente, se considera que las fuerzas de largo
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alcance gobiernan la velocidad de deposicién de una particula coloidal cargada sobre una
superficie. Estas fuerzas incluyen las interacciones de van der Waals de largo alcance y las
fuerzas electrostaticas de doble capa que constituyen la base de la teoria DLVO
(Derjaguin, Landau, Verway y Overbeek (46)). Las fuerzas de van der Waals son
generalmente atractivas y resultan de las interacciones entre dipolos inducidos entre
moléculas de la particula coloidal y moléculas de la superficie. Las fuerzas eléctricas de
doble capa se generan a partir del solapamiento de las nubes electrénicas de los contraiones
de las superficies cargadas y el cambio en la energia libre a medida que las superficies se
alejan o se acercan. El resultado es una fuerza neta de atraccion entre superficies cargadas
opuestamente y una fuerza neta repulsiva entre superficies de cargas de igual signo.

Las expresiones basadas en la teoria DLVO para aproximar las interacciones y la

energia potencial como funcion de la distancia de separacién han sido desarrolladas y
validadas para sistemas ideales en donde se asume que las superficies que interactian son
homogéneas, uniformemente cargadas y molecularmente planas. Evidentemente, estas
aproximaciones claramente no se verifican para las bacterias reales, por lo que la
naturaleza real de las fuerzas de largo alcance puede ser significativamente diferente. De
hecho, debido a la estructura heterogénea macromolecular de las superficies celulares,
existe un gran ndmero de limitaciones al momento de aplicar la teoria DLVO en las
predicciones cuantitativas de la adhesion microbiana. Entre ellas pueden mencionarse:

1. EIl concepto de distancia de separacion requiere un limite definido entre la
superficie y el medio; sin embargo, el punto de referencia para determinar la
distancia de separacion no es evidente en el caso de las bacterias. Por ejemplo,
las cargas involucradas en cualquier interaccion electrostatica pueden estar
difusamente dispersas en el glicocélix (material filamentoso que recubre a
ciertos microorganismos) de la célula en vez de presentarse en una capa plana.

2. La longitud de la escala a partir de la cual las fuerzas ejercen su influencias
(menor que 1 nm para las fuerzas electrostaticas en una solucion fisiologica)
es generalmente menor que el tamafio caracteristico de las macromoléculas
ubicadas en la interfase bacteria/sustrato.

3. Las interacciones estéricas o de enlace entre las macromoléculas de la
interfase, particularmente las de los apéndices extracelulares (pilis, fimbrias y

flagelos) pueden dominar sobre cualquier interaccién tipo DLVO.
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4. Las expresiones resultantes de la teoria DLVO que predicen las fuerzas vs. la
distancia de separacion asumen que las interacciones celula-sustrato se
encuentran en un equilibrio termodinamico para cualquier distancia de
separacion. Sin embargo, a medida que la célula se acerca a la superficie, se
requiere una significativa cantidad de tiempo para que las macromoléculas en
la interfase se unan a la superficie del sustrato y se reorganicen durante dicho
estado transitorio para obtener las configuraciones de menor energia (47-48).

Por todas las razones mencionadas anteriormente, no resulta sorprendente que la

aplicacion de la teoria DLVO a los estudios de adhesion microbiana haya dado resultados
no coincidentes aun en el caso de la prediccién de tendencias cualitativas. Por lo tanto, se
necesitan teorias mas detalladas y realistas que tengan en cuenta la estructura
macromolecular de la superficie celular y las interacciones de enlace discretas o las
repulsiones estéricas en la interfase asi como otros factores biologicos. El avance hacia este
tipo de teorias requiere técnicas sofisticadas de medidas de fuerzas entre las superficies,
algunas de estas fuerzas podrian llegar a determinarse con un microscopio de fuerza

atémica.

ETAPA 3. Adhesion irreversible.

El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transicion
desde una interaccion débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente,
frecuentemente mediado por la presencia de polimeros y apéndices extracelulares.
Investigaciones recientes han sugerido que la transicion hasta la adhesion permanente a
una superficie esta acompafiada por cambios fisioldgicos profundos (49). En esta segunda
fase de adhesion, predominan las reacciones moleculares entre las estructuras superficiales
bacterianas y la superficie del sustrato. Estas reacciones implican una adhesion firme entre
la bacteria y la superficie mediadas por estructuras poliméricas superficiales como, por
ejemplo, capsulas, fibrilas, fimbrias, pilis y EPS. La adhesion irreversible especifica puede
ser definida como la union especifica entre las adhesinas bacterianas (un componente
especifico molecular de la superficie bacteriana) y un receptor del sustrato (un componente
especifico de la superficie del material o tejido superficial) estando menos afectada por
factores ambientales (pH, electrolitos y temperatura).

Debe tenerse en cuenta que la pared celular de una bacteria Gram-negativa como

las Pseudomonas consta de tres regiones, una membrana exterior, una monocapa de

10
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peptidoglicano y una membrana interior plasmética. Estas dos membranas pueden mostrar
continuidad en varios puntos de adhesion y pueden también estar unidas por los cuerpos
basales del flagelo.

Las capsulas bacterianas son estructuras superficiales compuestas por
polisacaridos y proteinas (50-51). En varios trabajos se ha sugerido que los polisacéridos y
proteinas de la superficie celular pueden actuar como adhesinas bacterianas (50, 52).

El sello distintivo que diferencia a los biofilms de las bacterias simplemente
adheridas a una superficie es que los biofilms contienen EPS que rodea a las bacterias
residentes. EI EPS microbiano consiste en polimeros biosintéticos que pueden variar su
composicion quimica y también polisacaridos sustituidos y no sustituidos, proteinas
sustituidas y no sustituidas, acidos nucleicos y fosfolipidos (53). La composicion del
exopolisacarido es diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P. aeruginosa,
celulosa en Salmonella typhimurium, un exopolisacérido rico en glucosa y galactosa en
Vibrio cholerae hasta poly-N-acetilglucosamina en Staphylococcus aureus. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que una misma bacteria, dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos exopolisacaridos
como componentes de la matriz de la biopelicula (5, 54-56).

El material extracelular exudado por las bacterias, es liberado por las células y
luego se dispersa parcialmente en medio liquido (57). Las especies bacterianas que no
producen EPS son menos adherentes y menos patogénicas (58-59). Se ha sugerido que la
produccién de EPS es importante durante la conexion intercelular durante la colonizacion
superficial (60), proteccion contra fagocitosis e interferencia contra la respuesta inmune
celular y la reduccion de los efectos de los antibioticos.

Entre los componentes del EPS mejor caracterizados se encuentra el alginato, que
estd involucrado en la formacion de biofilms por parte de P. aeruginosa en infecciones
pulmonares y en sistemas de aguas industriales. La produccion de alginatos esta regulada
en respuesta a una variedad de factores ambientales y puede activarse, por ejemplo,
durante la limitacién de nitrégeno, por perturbacion de la membrana inducida por etanol, y
en presencia de soluciones de alta osmolaridad (61-62). La produccién de alginatos ocurre
en la etapa inicial del desarrollo del biofilm de P. aeruginosa, y se supone que forma parte
de la estructura necesaria para la maduracion del mismo.

Las fimbrias (o pilis) son un grupo de apéndices rigidos, rectos y filamentosos
sobre la superficie bacteriana. Estos pilis, pueden observarse generalmente mediante

11
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microscopia electronica de barrido. Sobre la superficie celular pueden encontrarse cientos
de fimbrias (63-65). Se encuentran principalmente en las bacterias Gram-negativas y se
cree gue son estructuras adhesivas importantes sobre la superficie celular. Las fibrilas son
apéndices celulares méas amorfos que no presentan la estructura filamentosa regular de las
fimbrias. Las estructuras fibrilares se han observado en la superficie de varios Streptococos
y se ha reportado que contribuyen para una mejor adhesion en sustratos de hidroxiapatita.
(66). Los pilis sexuales son apéndices proteinaceos que se presentan en bacterias donoras y
cuya presencia estd determinada por la presencia de plasmidos conjugados. Los flagelos
estan compuestos por polipéptidos que forman parte del filamento (20 nm de didmetro) y
un cuerpo basal complejo que interactda tanto con la membrana interior como la exterior
(67).

Uno de los mecanismos de transicion de adhesion reversible a irreversible esta
mediado, en algunos microorganismos como las Pseudomonas, por los pilis tipo 1V. El pili
polar tipo IV puede extenderse y contraerse, impulsando al microorganismo a través de la
superficie. La movilidad superficial tipo twitching es una forma de desplazamiento
mediado por pilis utilizada por P. aeruginosa. Los autores O’Toole y Kolter (34) sugieren
que este tipo de movilidad es uno de los factores responsables de la formacion de
microcolonias. Proponen, ademas, que las interacciones entre bacterias sobre la superficie,
formando grupos ordenados de células, refuerzan el grado de adhesion a una superficie. En
el caso del microorganismo Staphylococcus epidermidis, se ha demostrado que las células
adherentes producen un polisacarido intercelular que une a las células entre si y facilita la
formacion de microcolonias y la maduracion del biofilm. Por lo tanto, durante estas
primeras etapas de formacion del biofilm es de suma importancia tanto la movilidad
superficial como la organizacién de los microorganismos sobre la superficie del sustrato.

Los movimientos individuales y grupales de las bacterias se discutiran
especificamente en las secciones siguientes del presente capitulo junto con las formas de
comunicacion célula-célula que intervienen tanto en los estadios iniciales de adhesion
reversible como en la adhesion irreversible, durante el desarrollo de biofilm maduro y

frente a cambios en el medio circundante.

ETAPA 4. Maduracion del biofilm
La siguiente etapa del desarrollo del biofilm corresponde a la maduracién que da

como resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribucion de bacterias

12
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en el sustrato (37). La densidad global y la complejidad del biofilm aumenta a medida que
los organismos adheridos se replican, mueren y los componentes extracelulares de las
bacterias interactian con las moléculas organicas e inorganicas presentes en el medio
ambiente circundante.

El potencial crecimiento de cualquier biofilm esté limitado por la disponibilidad
de nutrientes en el ambiente inmediato, la penetracion de estos nutrientes dentro del
biofilm y la eliminacién de residuos. Otros factores que pueden controlar la maduracion
del biofilm son el pH interno, la penetracion de oxigeno y fuentes de carbono y la

osmolaridad.

ETAPA 5. Desprendimiento de bacterias

El término desprendimiento es un término que se utiliza para describir la
liberacion de células (ya sea individualmente o en grupos) de un biofilm o sustrato. El
desprendimiento activo es un evento fisiologicamente regulado, pero s6lo pocos estudios
(68) han demostrado la base bioldgica para este proceso. Allison y colaboradores (69) han
reportado que luego de una extensa incubacion, los biofilms de P. fluorescens pueden
desprenderse y al mismo tiempo reducir la produccion de EPS. Se ha sugerido que la
necesidad de nutrientes o la presencia de sustancias agresivas puede conducir al
desprendimiento de células en busca de ambientes nutritivamente ricos 0 menos nocivos
mediante un mecanismo aun desconocido (9). Las células del biofilm dispersadas pueden
revertir su estado al crecimiento plancténico, por lo que, el desarrollo de vida del biofilm
se transforma en un ciclo completo (10).

Otro punto a tener en cuenta es que una microcolonia en division continua libera
residuos y nutrientes que podran utilizarse para acondicionar las superficies desnudas y
para alimentar a otras células. Si las condiciones de flujo hidrico lo permiten, se establece
el equilibrio entre el crecimiento de la colonia y el flujo laminar del agua que favorece la
liberacion de pocas células, pero con un flujo intenso o turbulento se pueden desprender
muchas mas.

Los tres principales mecanismos para generar el desprendimiento serian: (a)
erosion: remocion continua de pequeiias partes del biofilm; (b) separacion: remocion
rpida y masiva; y (c) abrasion: liberacion por colision de particulas suspendidas en el
liquido circundante con el biofilm. La separacion es menos frecuente que la erosion, y se

piensa que derivaria de la disminucion de nutrientes u oxigeno en el interior del biofilm. Se
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observa preferentemente en biofilms voluminosos, que se han desarrollado en
medioambientes ricos en nutrientes.

La separacion y erosion proporcionarian los mecanismos para que las bacterias
migren desde zonas densamente colonizadas a areas desnudas que podrian favorecer mejor
su desarrollo, logrando asi formar nuevos biofilms en sitios distantes. Un ejemplo de este
tipo de desprendimiento es la sepsis recurrente en un paciente con un catéter infectado.

La forma en que se produce la dispersion afectaria, aparentemente, las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos. Los conglomerados desprendidos desde
el biofilm conservarian, probablemente, ciertas caracteristicas de éste, tales como la
resistencia antimicrobiana. En cambio, las células bacterianas liberadas aisladamente
parecen volver rapidamente a su fenotipo planctonico, tornandose nuevamente susceptibles

a las defensas del huésped y a los antimicrobianos.

1.5. Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del

sustrato en la adhesidn microbiana.

Por su impacto en las etapas iniciales de crecimiento del biofilm es importante
analizar en detalle la influencia de las caracteristicas superficiales del sustrato sobre las
mismas. Al momento de analizarlas surgen inevitablemente las siguientes preguntas: ¢Es
posible que la pelicula organica inicial actie como amortiguador de las propiedades del
material y enmascare sus caracteristicas, produciéndose una adhesién muy similar
independiente del sustrato?. ¢Es posible que el sustrato transmita sus caracteristicas
fisicoquimicas a la pelicula modificando el proceso de adhesion?.

Existen estudios que apoyan estas preguntas en ambos sentidos. En los parrafos
siguientes se analizaran caracteristicas fisicoquimicas tales como energia superficial,
rugosidad y carga superficial y su relacion con la adsorcidén de compuestos organicos sobre

el sustrato y la adherencia bacteriana.

a. Energia superficial. Hidrofobicidad
Existen superficies con alta energia superficial como el acero inoxidable o el
oro y otras, como las resinas, con baja energia superficial. Una alta energia
superficial del sustrato favoreceria condiciones de hidrofilia y una baja energia
superficial, la hidrofobia. Si la energia superficial de la bacteria es superior
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que la del medio, la adhesion se ve favorecida por la hidrofilia. Por el
contrario, en condiciones de hidrofobia, la energia superficial de la bacteria
debe ser menor que la del medio circundante para favorecer la adhesion. De
forma general, las bacterias con mayor energia superficial tendran mayor
afinidad por sustratos con mayor energia superficial y viceversa. Sin embargo,
cuando el sustrato es revestido por el film proteico, éste tiene la cualidad de
bajar la energia superficial de aquellos sustratos con alta energia superficial y
subir la de los sustratos con baja energia superficial. Es decir, tiene un efecto
amortiguador que puede enmascarar los efectos del material.

Otros estudios confirman que s6lo pequefas diferencias en la peliculas, pero
importantes, dependen de la cepa bacteriana. Por ejemplo, una rica capa de
mucinas, favorece la adhesion de Streptococcus mutants y baja la adhesién de
Streptococcus sanguis (70). Estas observaciones confirmarian que algunas
propiedades fisicoquimicas del sustrato pueden ser transferidas a la pelicula
condicionante alterando la composicién, la densidad y la configuracién de la
pelicula adquirida en cuanto al tipo de proteinas, y en consecuencia, tener una

influencia en las etapas iniciales de adhesion.

b. Rugosidad
En general, una gran diversidad de trabajos reportan que aquellas superficies
mas rugosas tienen la capacidad de retener mayor cantidad de
microorganismos. Por ejemplo, la microtopografia de sustratos de acero
inoxidable examinada por técnicas como microscopia electrénica de barrido
(SEM) (71) y microscopia de fuerza atomica (AFM) (72) ha revelado que la
existencia de grietas superficiales podria proveer mayor area para la adhesion
celular y, posiblemente, proteccion frente a la limpieza y la fuerza de corte del
fluido. Los autores Verran y Whitehead (73) han determinado que las
superficies con rayas y grietas de tamafio similar al tamafio de las bacterias
adheridas retienen mayor cantidad de células que las superficies con
caracteristicas topograficas de dimensiones algo mayores. Varios grupos han
observado una adhesion bacteriana superior en superficies rugosas y por lo
tanto concluyeron que la rugosidad superficial es un factor importante durante

la adhesion bacteriana (74-75). Por el contrario, los autores Mafu y
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colaboradores (76), Vanhaecke (77) y Flint (78) han propuesto que no existe
una correlacién entre la rugosidad del sustrato y la adhesion microbiana sobre
superficies inertes. Por lo tanto, no se ha encontrado adn, si existe, una clara

correlacion entre la rugosidad, topografia y la adhesion microbiana.

c. Carga superficial.

Las células bacterianas tienen, en general, una carga negativa neta en su pared
celular a pH 7 (79). Sin embargo, la magnitud de esta carga varia entre
especies y esta influenciada generalmente por las condiciones de cultivo (80-
81), la etapa del cultivo (82), la fuerza idnica (83) y el pH (84). La carga de la
superficie celular se determina generalmente mediante la evaluacion del
potencial zeta, calculado a partir de la movilidad de la célula bacteriana en
presencia de un campo eléctrico bajo concentraciones definidas de sales y pH.
La mayoria de las bacterias tienen potenciales zeta negativos a un pH
fisiolégico (80, 85-86). Se han reportado explicaciones disimiles con respecto
a la relacion entre la carga superficial del microorganismo y la adherencia a un
sustrato. Una justificacion para este hecho podria ser que la carga superficial
bacteriana viene dada por la disociacion de los grupos acidos como los
carboxilos, fosfatos, y grupos aminos como también de los grupos basicos que
se encuentran en la membrana celular. En consecuencia, el potencial zeta de la
bacteria depende de la fuerza idnica del medio. A mayor fuerza ionica, la
disponibilidad de iones para proteger y luego neutralizar la carga superficial es
mayor. La carga superficial de los sustratos inertes sobre los que las bacterias
se adhieren probablemente tenga también un rol en la adhesion microbiana.

Narenan y colaboradores (87) han reportado que la adhesion bacteriana no
puede ser explicada sélo por la influencia de la carga superficial celular y
sugieren que la adherencia de microorganismos es un mecanismo complejo

con muchos factores involucrados.

La interaccion entre una superficie y una célula bacteriana parece estar mediada
por un arreglo complejo de interacciones fisicas y quimicas, y cada una de ellas se
encuentra afectada por las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente al cual estan

expuestos tanto el sustrato como la bacteria. Los multiples factores involucrados en la
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adhesion celular reversible e irreversible dificultan la caracterizacion del rol y la

importancia que tiene cada factor en el proceso de adhesion.

1.6. Comunicacion célula-célula durante la formacion del

biofilm.

La comunicacion célula-célula ejerce también un marcado impacto sobre las
distintas etapas del desarrollo del biofilm. Las bacterias utilizan una amplia variedad de
mecanismos para comunicarse entre ellas y en los casos de infecciones, con sus huéspedes
eucariotas. En algunos casos, las interacciones sociales permiten la sincronizacion del
comportamiento de todos los miembros del grupo y por lo tanto actuar como organismos
multicelulares. Por el contrario, algunas organizaciones sociales promueven la
individualidad entre algunos de los miembros del grupo y por lo tanto la diversidad de los
mismos. Existen varios tipos de mecanismos de comunicacion: canales de sefiales quimicas
de largo y corto alcance; comunicacion en un sentido, en ambos sentidos y en multiples

sentidos y sefializacién mediada por el contacto, que se describiran a continuacion.

a. Quorum sensing (QS)

Los resultados observados por los autores Tomasz (88) y Hastings vy
colaboradores (89) sugieren que ciertas bacterias utilizan la produccion, liberacion,
intercambio y deteccion de moléculas sefializadoras para medir la densidad poblacional y
controlar su comportamiento en respuesta a las variaciones en el nimero de células.
Durante aproximadamente 20 afios se considerd que el fendmeno de sefializacion quimica
entre células estaba limitado a un cierto grupo de especies. Actualmente, se sabe que la
comunicacion intercelular no es excepcional sino que es una norma en el ecosistema
bacteriano y este proceso conocido como quorum sensing (QS) es fundamental en la
formacion de biofilms (90).

El desarrollo de interacciones célula-célula se facilita por la estrecha proximidad
existente entre las bacterias del biofilm. Esta interrelacion, via pequefias moléculas
mensajeras beneficia a la bacteria al permitirle percibir la presencia de microorganismos
vecinos, determinar la densidad de la poblacion existente y responder a eventuales
condiciones cambiantes. El proceso QS funciona debido a que cada bacteria que se une a

una superficie produce una molécula sefial, de manera tal que mientras méas bacterias se
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unen, se incrementa la concentracion local de esta sefial. Una vez logrado esto, se inducen
diferentes fendmenos en la bacteria, para finalmente activar la diferenciacion en el
biofilm.

Los procesos que controla el mecanismo de QS son en general improductivos a
nivel de las bacterias individuales pero efectivos cuando se llevan a cabo por el grupo
celular. Su objetivo es coordinar determinados comportamientos o acciones entre
microorganismos del mismo género, de acuerdo a su nimero. A menos que esté presente
un numero adecuado de células bacterianas en la vecindad, los costos de la produccion de
un biofilm para una bacteria individual superan los beneficios (7, 13, 91).

Las principales moléculas sefializadoras o auto-inductoras que son empleadas para
comunicarse con las demas bacterias son las acil-homoserina-lactonas, que predominan en
bacterias Gram-negativas, mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en gérmenes
Gram-positivos. Las bacterias también poseen un receptor que puede detectar
especificamente el auto-inductor respectivo. Cuando éste se une al receptor, activa la
trascripcién de determinados genes, incluyendo aquellos para la sintesis del inductor (92).

Los primeros microorganismos en quienes se observé QS fueron especies de
Myxobacterias y Streptomyces. Sin embargo, el ejemplo méas conocido es la regulacion de
la produccion de luz en el Vibrio fischeri (V. fischeri), una bacteria bioluminiscente que
vive como un simbionte en el 6rgano generador de luz del calamar hawaiano. Cuando el V.
fischeri se encuentra en estado plancténico, el auto-inductor esta en baja concentracion vy,
de este modo, carece de luminiscencia. En cambio, en el 6rgano luminoso del calamar
estdan muy concentrados (niveles mayores que 10 células/ml), induciéndose la
trascripcion enzimatica y generandose bioluminiscencia.

El estudio de esta relacion simbiodtica comenzé a revelar algunos de los misterios
de sefiales célula-célula. En el V. fischeri se identificaron dos sistemas QS: luxl y luxR.
Estos sistemas de sefializacion se han encontrado en casi todas las bacterias Gram-
negativas, mientras que moléculas mensajeras célula-célula han sido detectados en mas de
30 especies de bacterias Gram-positivas.

Los sistemas lux se han estudiado extensamente en Pseudomonas spp Yy
Escherichia coli (E. coli), y se les considera necesarios para la maduracion del biofilm y
activacion de numerosos genes de factores de virulencia. Davies (37) demostré que en la
formacion de biofilm en P. aeruginosa estan implicados dos sistemas diferentes de
sefializacion célula-célula: lasR-lasl y rhIR-rhll (reguladores globales de la expresion
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genética en P. aeruginosa). Una vez conseguida una densidad suficiente de poblacién,
estas sefiales alcanzan las concentraciones requeridas para activar los genes implicados en
la diferenciacion del biofilm. Los mutantes incapaces de elaborar ambas sefiales producen
biofilms notoriamente mas delgados y sin su arquitectura tipica. Ademas, pueden ser
removidos mucho més facilmente de superficies mediante uso de surfactantes. La adicion
de lactona homoserina al medio que contiene los biofilms mutantes da origen a biofilms
similares a los de bacterias no mutantes confirmando la participacion de este tipo de

moléculas en el desarrollo y estructuracion del biofilm.

b. Comunicacion de corto alcance

En el extremo opuesto del QS se encuentran las sefiales de corto alcance que
requieren el contacto directo entre las células individuales para el intercambio de
informacion. Un ejemplo de este tipo de comunicacion es la formacion de una estructura
multicelular por parte de Myxococcus xanthus. Este tipo de comunicacion promueve un
movimiento cooperativo celular de deslizamiento sobre la superficie (gliding) que
finalmente culmina en un cumulo de células en el cual se lleva a cabo el proceso de
formacion de esporas. Durante este tipo de comunicacion es esencial el contacto y la
alineacion entre bacterias (93-94).

Uno de los primeros mecanismos de comunicacion contacto-dependiente celular
conocidos es la conjugacion mediada por los pilis sexuales. Las células bacterianas
también pueden producir una serie de pilis diferentes y moléculas adhesivas encargadas
principalmente de las interacciones bacteria-huésped. Sin embargo, es posible que algunos
de estos apéndices celulares también estén involucrados en la comunicacion
interbacteriana. Por ejemplo, investigaciones recientes han demostrado que algunas
bacterias presentes en suelos y metalo-reductoras pueden expresar redes complejas de pilis
eléctricamente conductivos conocidos como nanowires (64-65). Se ha propuesto que los
nanowires podrian actuar en la transferencia de electrones desde el medio ambiente hacia y
entre bacterias dentro de una poblacion celular definida. También se ha sugerido que ese
sistema podria ser capaz de transmitir sefiales entre bacterias como un posible mecanismo
para coordinar el comportamiento bacteriano grupal. Los nanowires, como cualquier otro
pili, podrian también facilitar la formacion de biofilms, independientemente de la
transferencia electrénica (95). Datos recientes sugieren que la expresion de estos apéndices

celulares se encuentra extensamente difundida entre grupos bacterianos metabdlica y
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taxondmicamente diferentes (64-65). Esto plantea la posibilidad de que estas estructuras
puedan impactar en muchos procesos bacterianos, incluyendo la patogenicidad.

1.7. Movimientos individuales y cooperativos de bacterias.

En la naturaleza, las bacterias deben enfrentarse generalmente a condiciones
ambientales desfavorables. Para ello han desarrollado sofisticados mecanismos de
cooperacion. Henrichsen ha estudiado la movilidad superficial en mas de 40 especies
bacterianas perteneciendo a 18 géneros diferentes y consiguié identificar varios tipos de
movimiento: swimming, swarming, gliding, twitching, sliding (96). Los modos swimming y
swarming dependen de la presencia de flagelos; twitching es individual y requiere la
presencia de pilis tipo 1V y el movimiento tipo gliding es cooperativo y se produce a lo
largo del eje mayor del microorganismo sin ayuda de flagelos ni de pilis. Este tipo de
movimiento parece haber evolucionado independientemente en varias lineas celulares pero
en general involucra el movimiento del cuerpo celular a través de complejos de adhesion
focal que se unen a la superficie. La movilidad tipo sliding es una forma pasiva de
desplazamiento sobre la superficie que no requiere un motor activo sin embargo se
requiere la presencia de surfactantes que reduzcan la tension superficial y permita la
propagacién de la colonia desde el origen mediante la presion ejercida por la duplicacion
celular. Sliding puede confundirse con swarming y puede ocurrir cuando se pierde el
flagelo en bacterias que normalmente se desplazan mediante el movimiento tipo swarming.

Las bacterias que nadan en medio liquido (swimming) lo hacen en forma
individual, pero durante el swarming los microorganismos se desplazan en grupos de
células conectadas entre si lateralmente conocidos como rafts (97). La formacién de este
tipo de raft es un proceso dinamico. Esto indica que ninguna sustancia o0 matriz mantiene la
estabilidad del agregado microbiano sino que las bacterias sélo se mantendrian unidas
mediante la utilizacion de los flagelos bacterianos.

Swarming es una manera eficiente de colonizacién rapida de superficies debido a
la naturaleza cooperativa del movimiento (98). Los fenotipos asociados a este proceso
incluyen la elongacion de células, la produccion de dos o maés flagelos por célula y la
formacion de patrones de colonias. Ademas muchas de estas bacterias excretan
surfactantes que permiten el desplazamiento sobre las superficies. Este tipo de movilidad

requiere el contacto con una superficie solida. Aun existen muchas preguntas asociadas a
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este tipo de desplazamiento y cabe destacar ademas que todos los desplazamientos
microbianos sobre superficies han sido estudiados principalmente sobre superficies de
agar. El estudio del desplazamiento tipo swarming es muy importante ya que el mismo esta
asociado a la formacion de biofilms sobre superficies y a ciertos mecanismos de resistencia
bacteriana frente a antibioticos como asi también para profundizar en el conocimiento de la
fisiologia del comportamiento multicelular de los microorganismos. Este tipo de

comportamiento se describird con mayor detalle en el Capitulo 8.

1.8. Intercambio génico.

Las bacterias de los biofilms poseen una expresion génica diferente respecto a sus
contrapartes plancténicas, que da lugar a bacterias fenotipicamente distintas respecto a
aquéllas. En los ultimos afios diversos grupos de investigadores han orientado sus
esfuerzos intentando identificar, tanto los genes responsables de la transicion
biofilm/planctonica, al igual que aquellos que estan expresados Unicamente en biofilms y
que son indispensables para mantener su particular estructura. Se ha encontrado que hasta
el 30% de los genes puede expresarse de manera diferente entre la misma bacteria
desarrollada en condiciones planctonicas o en un biofilm (1-3, 16).

Los biofilms hospedan un medioambiente muy dindmico, donde se intercambia
material genético tal como plasmidos (&cido desoxirribonucleico extracromosémico),
enzimas y otras moléculas. Estudios recientes postulan que la matriz de biofilms de P.
aeruginosa contiene acido desoxirribonucleico como constituyente principal (99-101).
Estos estudios, combinados con otros que muestran una tasa de transferencia génica
mediada por plasmidos, enormemente incrementada entre las bacterias de los biofilms
(102), sugieren que la redistribucion de genes entre éstas es un proceso continuo con
importantes consecuencias en su adaptacion evolutiva.

Se ha planteado que cepas bacterianas de importancia clinica unidas a plasmidos
desarrollan biofilms mas facilmente (103-104). Se ha observado, ademas, que cepas
portadoras de plasmidos transfieren éstos a organismos receptores, generando la formacion
del biofilm. Sin plasmidos asociados, estos mismos gérmenes producen Unicamente
microcolonias de escaso desarrollo. Debido a que los plasmidos pueden codificar
resistencia a maltiples antimicrobianos, su asociacion al biofilm proporciona también un

mecanismo para seleccion e incremento de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos.
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1.9. Resistencia de los biofilms.

Para desarrollar estrategias capaces de erradicar los biofilms es necesario analizar
previamente los mecanismos de resistencia que los caracteriza. Se ha podido demostrar que
las células de las biopeliculas pueden resultar entre 10 y 1000 veces més resistentes que las
células planctdnicas correspondientes a un gran nimero de antibidticos de amplio espectro
(ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina, etc.) y de biocidas oxidantes del
tipo del cloro, el yodo o el ozono (105-111). Se han descripto dos tipos de resistencia
bacteriana, la correspondiente a las bacterias planctonicas que son resistentes a los
medicamentos y que estd asociada a alguna mutacion de genes y la de las bacterias que
crecen dentro de biopeliculas presentando una mayor barrera frente a biocidas,
desinfectantes o agentes antimicrobianos que las células que viven en forma plancténica
(112-113).

En el caso de las bacterias plancténicas o pequefios grupos de cepas, la resistencia
se entiende como la habilidad de los microorganismos para crecer en presencia de una
elevada concentracion de biocida 6 al incremento de la concentracion minima inhibitoria
(MIC) de dicho agente antimicrobiano, necesaria para detener el crecimiento celular. Los
biofilms en cambio, presentan diversos mecanismos de resistencia que se describen a
continuacion.

o Penetracion restringida y degradacién de antibioticos.

La penetracidn de los agentes antimicrobianos en el biofilm esté restringida por la
presencia de exopolisacaridos de la matriz que limitan la difusion de sustancias y por la
unién del antimicrobiano a las bacterias externas proporcionando una efectiva resistencia a
las celulas del interior de la biopelicula.

° Baja tasa de crecimiento.

Generalmente todos los antibidticos son mas efectivos en el ataque rapido de las
células en crecimiento, condicidon que es absolutamente requerida para que algunos
antibioticos puedan atacar. Por ese motivo, la disminucién de la tasa de crecimiento dentro
de ciertos sectores del biofilm es una estrategia efectiva para la supervivencia de dichas
células. Otro mecanismo que contribuye indirectamente a la disminucion del crecimiento
es el gradiente de concentracion de oxigeno y pH que se establece dentro del biofilm. Asi
por ejemplo el oxigeno es conocido por modular la acciéon de los aminoglucésidos y los

gradientes de pH pueden impactar negativamente sobre la eficiencia de ciertos antibioticos.
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° Cambios fenotipicos.

Las bacterias expresan genes en respuesta a fluctuaciones ambientales como
cambios de temperatura, oxidacion, baja disponibilidad de oxigeno, dafios de ADN, los
cuales se transfieren entre ellas logrando un mecanismo de supervivencia especifico y la
resistencia al ataque de numerosos agentes. Entre ellos pueden mencionarse la
galactocidasa, la cual es expresada en respuesta al Imipenen (114) y la Piperamicina, asi
como las bombas de difusion de multiresistencia a los medicamentos como la expresada
por E. coli en respuesta al cloramfenicol (115).

o Persistencia bacteriana.

La persistencia, ultimo factor considerado recientemente, se relaciona con la
capacidad de un cierto nimero de células del biofilm de resistir al ambiente agresivo. Las
bacterias de las biopeliculas no solo evaden el ataque de los antibidticos, también resisten a
los desinfectantes quimicos.

Estos factores son usados tanto solos o en combinacion para explicar la

supervivencia de las bacterias dentro de estas comunidades.

1.10. Nuevas estrategias para erradicacion de biofilms.

A través del conocimiento de las caracteristicas y etapas de desarrollo de los
biofilms se posibilita la busqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y prevencién
tanto en el &mbito médico como el industrial. Asi por ejemplo, una posible alternativa
quimica para disminuir la fijacion de Pseudomonas sp a superficies incluye el uso de
agentes quelantes, que limitan el hierro soluble, el cual es necesario para la adhesion de los
pili (91). El xilitol, un alcohol natural del azicar administrado bajo la forma de jarabe o
goma de mascar, ha mostrado una efectividad clinica significativa en prevenir caries y
disminuir la incidencia de otitis media en nifios, posiblemente via reduccion de
mecanismos de adhesion bacteriana.

Debido a que la persistencia que presenta el biofilm depende de la agregacion de
bacterias en comunidades multicelulares, una alternativa puede ser desarrollar estrategias
para impedir la formacion de su estructura compleja. Si la multicelularidad del biofilm es
inhibida, es posible que las defensas del huesped sean capaces de resolver la infeccién

logrando, de esta manera, restituir la eficacia de los antibioticos.
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Otras terapias potenciales incluyen enzimas que disuelvan los polimeros de la
matriz, reacciones quimicas que bloqueen la sintesis de la matriz del biofilm y el empleo
de analogos de proteinas y péptidos sefializadores que interfieran con la comunicacion
célula-célula, indispensables para la formacion de un biofilm (105).

Se ha demostrado que los antibidticos macrolidos parecen inhibir la sintesis de
polisacaridos y, de esta manera, reducirian la proteccion de la matriz del biofilm. Estos
antimicrobianos podrian tener un efecto inmunomodulador logrando impedir sefiales
bacterianas. El tratamiento de biofilms con claritromicina reduce la matriz que cubre el
biofilm, tanto de P. aeruginosa como de S. epidermidis, aunque las bacterias mismas sean
resistentes al antibiotico.

Finalmente, otras dos estrategias promisorias son cambios en el medioambiente a
través de la inhibicion competitiva por otras bacterias (116-117) (por ejemplo,
microorganismos competidores como Streptococcus gordoni dificulta la formacion de
biofilm de Streptococcus mutants reduciendo su accién como agente productor de caries) o
el incremento de la presion de oxigeno (118) (en pacientes con tubos de timpanostomia).

Se ha identificado una molécula denominada “furanona”, producida por el alga
Delisea pulcra, con una estructura similar a las acil-homoserinalactonas. Estas moléculas
bloguean el sistema quorum sensing y la consiguiente formacion de biofilm. En la
actualidad se intenta desarrollar inhibidores de la formacion de biofilm basados en
derivados de la furanona, ya que esta molécula es extremadamente toxica (119).

La Ilamada biomedicina, asi como otras nuevas disciplinas, como la
biotecnologia, la genomica o la proteindmica, persiguen también la creacion de nuevos
materiales que puedan dar lugar al desarrollo, por ejemplo, de tejidos y 6rganos artificiales
biocompatibles, células madre, contenedores de tamafio molecular e inteligentes para la
dosificacion controlada de farmacos, proteinas bioactivas y genes, chips de ADN,
dispositivos de bombeo, valvulas altamente miniaturizadas, los polimeros, altamente
biodegradables y medioambientalmente limpios, a partir de microorganismos para evitar la
utilizacion de derivados del petréleo como materia prima, y un sinfin de posibilidades.

Por dltimo, un campo muy promisorio para desarrollar materiales y planificar

estrategias para la erradicacion de biofilms es la micro y la nanotecnologia.
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1.11. Impacto de micro/nanofabricacion en sistemas
bioldgicos.

La micro/nanotecnologia, es uno de los campos que promete cambios
espectaculares en la fabricacion de nuevos materiales. La nanotecnologia y la
microtecnologia consisten en fabricar (nanofabricar o microfabricar, segin la escala) y
controlar estructuras y maquinas a nivel molecular.

La utilidad de la micro/nanotecnologia en las ciencias biomédicas reside en la
posibilidad de crear materiales y disefiar dispositivos capaces de interactuar con el cuerpo a
escalas celular y sub-celular con un alto grado de especificidad. La nanotecnologia ofrece
muchas oportunidades revolucionarias en la lucha contra todo tipo de cancer, trastornos
cardiacos, enfermedades neurodegenerativas, infecciones y otras enfermedades. Otras
aplicaciones que contemplan el desarrollo de pequefios laboratorios en forma de circuito
integrado, en los cuales se realiza una secuencia de reacciones quimicas y de pruebas
analiticas, permitirian realizar analisis in situ, obtener los resultados inmediatamente y
facilitar el diagnostico y la terapia. Muchas sustancias bioldgicamente relevantes necesitan
ser detectadas o actuar ellas mismas como sensores. Un biosensor es un sistema (no
necesariamente microfabricado) que convierte una sefial biol6gica en una sefial eléctrica
generalmente. Algunos ejemplos de biosensores pueden ser los sensores para moléculas
pequefias (oxigeno, pH y glucosa) o grandes moléculas (inmunosensores). ElI campo de los
biosensores se encuentra ampliamente desarrollado y ha sido estudiado durante los ultimos
30 afios. Los nanotubos de carbono pueden ser utilizados para monitorear la actividad
enzimatica. Actualmente, algunos grupos ya han conseguido inmovilizar proteinas sobre
las paredes de los nanotubos de carbono (120). Asimismo, durante los Gltimos afios, ha
sido muy importante la investigacion en el desarrollo de materiales especialmente
disefiados para que puedan ser implantados en el cuerpo humano y provocar respuestas
bioldgicas especificas para la regeneracion de los tejidos. Los materiales utilizados en el
cuerpo humano deben poder adaptarse continuamente a los cambios dinamicos que ocurren
dentro de él. Los materiales nanoestructurados y bioactivos tienen la habilidad de
interactuar con el tejido vivo y son los mas promisorios para la formacion de una interfaz
fuerte y perdurable entre el implante y el tejido vivo que lo rodea. Nuevos materiales

nanoestructurados podrian ser empleados para fabricar huesos, cartilagos y pieles
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artificiales que, ademas de no ser rechazados por el organismo, facilitarian la regeneracion
de ciertos tejidos (121-122).

En el futuro préximo, una de las aplicaciones clinicas méas importante de la
nanotecnologia sera probablemente el desarrollo farmacéutico. Estas aplicaciones
aprovechan las propiedades de las nanoparticulas o nanocépsulas para disefiar nuevas
estrategias de liberacion controlada, direccionalidad de farmacos, y resguardo de aquellas
drogas con baja disponibilidad (123-124). Estas estructuras podrian ser utilizadas para
almacenar y transportar medicinas al lugar exacto donde se necesite ya que de esta manera
se podrian atenuar los efectos secundarios de los actuales medicamentos.

El desarrollo de bactericidas nuevos y mas eficientes es muy importante debido al
reciente aumento de cepas bacterianas resistentes a los antibioticos. En la actualidad las
nanoparticulas de plata se utilizan como agentes bactericidas en la instrumentacion médica
(125-126) (catéteres, implantes, etc). También como agente cicatrizante y bactericida en
vendajes, cremas y geles o en la fabricacion de productos textiles con propiedades

antimicrobianas que reducen la proliferacion de hongos y bacterias en la ropa (127-128).

1.11.1 Micro/nanofabricacidon en sistemas de células eucariotas.

Recientemente, una gran variedad de técnicas de microfabricacion han sido
utilizadas para el disefio superficial de materiales que permitan regular funciones celulares.
Esta tecnologia es una herramienta muy importante para estudiar diferentes factores como
la adhesion y el crecimiento celular y para producir cultivos de células organizadas para su
aplicacion en ingenieria de tejidos. Aunque los sustratos con patrones topograficos
definidos se utilizan principalmente en el cultivo celular, este tipo de estructuras ha
despertado interés en areas tecnologicas relacionadas con los implantes medicos, ya que la
interaccién entre las células y la superficie de los materiales es muy importante durante la
integracion o rechazo del implante.

Los factores topogréaficos de la superficie juegan un rol muy importante no sélo en
la orientacion de células y biocompatibilidad sino también en factores como la expresion
de proteinas y diferenciacion celular (129-131).

Existen numerosas técnicas que permiten crear patrones superficiales, tanto
topograficos como quimicos, en la micro/nanoescala (132). Entre estas técnicas se pueden

mencionar:

26



Capitulo 1 - Descripcion de biofilms, desarrollo e importancia de su estudio. Impacto de las técnicas de
nano/microfabricacién en sistemas biolégicos

(i) Fotolitografia, que consiste en cubrir el sustrato de interés con un material
sensible a la luz ultravioleta (UV); luego se coloca sobre éste una mascara
perforada en la que se encuentra el disefio a transferir y se irradia con luz UV.
Las zonas de interés se tratan con un revelador adecuado, que disuelve
selectivamente ya sea las zonas irradiadas o las zonas enmascaradas.

(i)  Impresion por microcontacto (microcontact printing), que consiste en la
utilizacion de un sello o stamp elastomérico que contiene en relieve el patron
micrométrico a transferir. Luego se sumerge el sello en una solucién
conteniendo la molécula a transferir y se apoya sobre la superficie del sustrato.
De esta manera las moléculas son transferidas a la superficie del sustrato
siguiendo el patrén del sello.

(iii) Moldeo y replicacion, que consiste en generar un molde polimérico del patron
a transferir y luego depositar el material de interés sobre este molde, de modo
de obtener una réplica de la estructura original. En este trabajo de Tesis se
utilizaron técnicas de moldeo y replicacidén que seran descriptas en el Capitulo
3.

Se han realizado diversos estudios que involucran el analisis de la respuesta del
organismo frente a materiales cuyas superficies han sido modificadas en la
nano/microescala. Los autores VVan Kooten y colaboradores han demostrado que el empleo
de sustratos de polidimetilsiloxano (PDMS) microestructurados puede reducir
significativamente el encapsulamiento de los materiales implantables (133). Un estudio in
vivo realizado por Cheroundi y colaboradores con materiales microtexturados (134) ha
demostrado que dichos materiales implantables inducen el crecimiento y la invaginacion
epitelial alrededor del implante. También, la respuesta de los fibroblastos se encuentra
significativamente afectada por las dimensiones de la microestructura superficial del
sustrato.

La migracién celular (velocidad y orientacion del movimiento) también se
encuentra afectada por la topografia superficial. Tan y colaboradores han demostrado que
la velocidad del movimiento de células neutrofilas depende de la microestructura y
dimensiones de los canales superficiales disefiados sobre el sustrato (135). Los patrones
topograficos superficiales tanto en la micro como en la nanoescala presentan una marcada

influencia en las interacciones celulares con el sustrato. La regulacion de diferentes
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actividades celulares como la proliferacion, adhesion y apoptosis podria ser muy util para
el disefio de dispositivos médicos, implantes y biomateriales.

Algunas técnicas de microfabricacion permiten la modificacion quimica de las
superficies. Los patrones quimicos han sido ampliamente utilizados para estudiar la
interaccion de las células con sustratos (136-138). Estas técnicas han sido aplicadas en la
produccion de patrones de biomoléculas para el estudio y la manipulacion de las
interacciones celulares con diferentes sustratos. Por ejemplo, el disefio de microestructuras
con factores de crecimiento celular ha resultado muy interesante ya que se ha demostrado
que las proteinas de factor de crecimiento inmovilizadas pueden regular funciones

celulares sin la internalizacion de las células (139).

1.11.2 Micro/nanofabricaciéon en sistemas de células procariotas.

La microtecnologia también ha comenzado a impactar significativamente en la
microbiologia. Su escala de tamarfios coincide perfectamente bien con las dimensiones de
la mayoria de los microorganismos y las herramientas disponibles en la microescala hacen
posible la manipulacion y exploracién de células individuales, su ambiente inmediato
extracelular asi como su forma y organizacion interna. Se cree que el desarrollo de técnicas
fisicas, incluyendo aquellas basadas en las microestructuras, seran un complemento
esencial para la genética y la gendmica, incluyendo nuevas técnicas para aislar, manipular,
crecer y estudiar células aisladas y estructuras multicelulares como los biofilms.

Como ya se ha mencionado, varias técnicas de micro/nanofabricacion permiten la
fabricacion de materiales biocompatibles con caracteristicas topogréaficas coincidentes con
las dimensiones celulares. Estas herramientas de microfabricacion ofrecen nuevas
capacidades para la microbiologia y especialmente para el entendimiento de la fisiologia y
comportamiento de los microorganismos.

Algunas de las aplicaciones en microbiologia se describen a continuacion.

. Inmovilizacion de bacterias sobre superficies

La inmovilizacion vy el disefio de patrones de bacterias sobre superficies ofrecen
nuevas oportunidades para la deteccion de biomoléculas utilizando las células completas y
para el estudio de las interacciones célula-célula y las interacciones entre las células y sus
alrededores. Las monocapas autoensambladas (SAMs) han sido utilizadas para inmovilizar
células sobre superficies en el estudio de interacciones huésped-patdgeno. La unién
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covalente de los ligandos bioldgicos a las regiones terminales de las SAMs permite
controlar la densidad del ligando sobre la superficie y lo més importante es que estos
ligandos mantienen su actividad biolégica. Un ejemplo reciente describe la aplicacién de
las SAMs para medir las fuerzas de adhesion entre bacterias patogenas de E. coli con pilis
tipo IV y SAMs con manosa como grupo terminal (140).

La combinacion de técnicas de impresion por microcontacto y las SAMSs han sido
empleadas para inmovilizar células bacterianas selectivamente sobre superficies. Por
ejemplo, los autores Rowan y colaboradores han utilizado sellos de PDMS para generar
patrones de SAMs hidrofébicos y reactivos sobre Au para generar sitios especificos que
atrapen a las células de E. coli (141). Varios grupos han empleado la impresion por
microcontacto para capturar y detectar organismos patdgenos (142-144).

o Patrones de bacterias utilizando hidrogeles.

El agar y la agarosa forman hidrogeles. Este tipo de polimeros tiene dos
caracteristicas especificas que son particularmente atiles en microbiologia. Por un lado, las
células que crecen en estas superficies permanecen hidratadas y por otro lado, los
nutrientes, gases y productos secundarios del metabolismo difunden a través de la red
polimérica del gel. Existen también muchos otros hidrogeles con diversas aplicaciones en
microbiologia. Por ejemplo, los autores Heo y colaboradores han llenado canales de PDMS
con una solucién fotoreactiva de un prepolimero de polietilenglicol (PEG) que contiene
células de E. coli y luego expuestos a luz UV (145). La exposicion a la luz UV produce la
fotopolimerizacion , haciendo que las células queden atrapadas dentro de los microcanales
de PEG.

. Microfluidica: movilidad, quimiotaxis, quorum sensing, y dinamica
de poblacién.

La microfluidica (microfluidics) presenta muchas caracteristicas interesantes para
su empleo en el estudio de las células (146-147). La microfluidica trata con el disefio y la
fabricacion de dispositivos que puedan canalizar los flujos muy pequefios
(nano/microlitros) de fluidos. Mao y colaboradores han empleado un flujo laminar de
moléculas atractivas y repelentes dentro de microcanales como medio para estudiar la
quimiotaxis bacteriana (148). Los autores encontraron que los sistemas microfluidicos son
tres Ordenes de magnitud mas sensibles que los ensayos capilares de quimiotaxis
tradicionales.
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Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias pueden alterar
colectivamente la expresion genética cuando la densidad de células alcanza un cierto nivel
(quorum sensing). Como parte de este proceso, las células se comunican mediante la
liberacion de pequefias moléculas dentro del medio circundante. Los autores Park y
colaboradores estudiaron el crecimiento de E. coli en dispositivos microfluidicos de
PDMS vy encontraron que las células se acumulaban en areas cerradas (149-150),
concluyendo que la quimiotaxis entre células permite alcanzar la densidad de bacterias
requerida para el proceso de quorum sensing.

Los sistemas microfluidicos también tienen aplicaciones en el estudio de la
dinamica de poblaciones bacterianas. En un estudio reciente, se fabricé un ambiente
microestructurado para generar heterogeneidades en los habitats bacterianos y permitid
estudiar como las bacterias se adaptan a distintas regiones del ambiente (151). También se
han utilizado este tipo de dispositivos para el crecimiento de células con diferentes formas
mediante el confinamiento de las bacterias en microcamaras de agarosa (152). Asimismo
se ha utilizado la microfluidica para estudios genéticos y para la deteccion especifica de
células bacterianas (153-155). Las plataformas microfluidicas presentan varias
caracteristicas interesantes para la investigacion genética como por ejemplo, el empleo de
pequefios volimenes de reactivos, la produccion de pequefias cantidades de residuos, bajo
costo, cortos tiempos de reaccién y la capacidad de analisis de células individuales.

Teniendo en cuenta los estudios descriptos arriba, la micro/nanofabricacion
presenta grandes posibilidades para el desarrollo de nuevas técnicas microbioldgicas y
materiales que faciliten el estudio de la fisiologia y el comportamiento de los

microorganismaos.

En el presente trabajo de Tesis se estudi6 el impacto de las micro vy
nanoestructuras generadas en el Laboratorio sobre las primeras etapas de formacion del
biofilm. Se plantea entonces como objetivo analizar la influencia de la topografia y
rugosidad de superficies micro y nanoestructuradas de distinta composicion quimica sobre
la adherencia y colonizacion bacteriana de dichos sustratos con el fin de poder seleccionar
una estrategia adecuada para lograr inhibir la formacion de biofilms sobre superficies
solidas y mejorar la eficacia de los antibidticos sobre los mismos.

Los sustratos empleados se obtuvieron a través de procesos de micro y

nanofabricacién que permitieron obtener superficies de Au, poliisobutilcianoacrilato
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(PBCA) y Cu con micro y nanotopografias sobre los que se estudiaron las primeras etapas
de formacién de biofilms de Pseudomonas fluorescens tal como se describira en los

capitulos posteriores.
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Capitulo 2

Técnicas micro-nanoscopicas
utilizadas para el estudio de los

biofilms.

2.1. Microscopia de barrido por sondas.

Microscopia de fuerzas atomicas.

En las ultimas décadas, las microscopias de barrido de sonda (SPMs), dentro de
las cuales se destacan la microscopia de barrido de efecto tunel (STM) y la microscopia de
fuerzas atomicas (AFM), se han transformado en herramientas esenciales para la
caracterizacion de superficies de materiales. Tanto el STM como el AFM poseen una

altisima resolucion de manera tal que permiten visualizar la materia a nivel atomico. Estas
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técnicas han trascendido su utilidad primaria de visualizar superficies en escalas pequefias,
puesto que actualmente se las utiliza como instrumentos de escritura para disefiar patrones
nanométricos sobre superficies, y medir distintas propiedades superficiales (magnetismo,
conductividad, fuerzas de adhesién, etc.) en forma local en superficies de muestras
conductoras (STM) y no conductoras (AFM).

Una de las principales ventajas respecto a otras técnicas de caracterizacion
superficial a nivel micro y nanométrico (p.ej. microscopia de barrido electrénico, SEM, y
microscopia de transmision electronica, TEM) es que las SPMs son técnicas no
destructivas que pueden operar en practicamente cualquier ambiente incluyendo aire,
liquido y vacio. Otra gran ventaja es que en la mayoria de los casos no hace falta ningun
tratamiento especial de la muestra para poder realizar el analisis.

Estas técnicas de caracterizacion permiten que las muestras a analizar puedan
permanecer en su ambiente nativo (se puede trabajar en aire, bajo atmdsfera de nitrégeno o
argén, en medio liquido acuoso, etc.), lo cual es una gran ventaja frente a otras técnicas en
las que se requiere, por ejemplo, trabajar en vacio. En cualquier medio, el sistema se puede
termostatizar entre temperatura ambiente y 250°C, hecho que pone de manifiesto su gran
potencial para investigar muestras bioldgicas en un rango que se extiende desde células
hasta moléculas Unicas, tales como ADN o gran variedad de proteinas. Los microscopios
trabajan grabando digitalmente la topografia de un material (0 de una muestra
adecuadamente depositada en un substrato) para después procesar esta informacion y
obtener, tanto medidas de rugosidad superficial (microscopio interferométrico y AFM),
altura de capas o defectos como la forma y la distribucion de los objetos o de las
estructuras encontradas en superficie. También permite la medida cuantitativa de diferentes
propiedades de los materiales, como, por ejemplo, la respuesta mecanica bajo fuerzas de
compresion con resolucion en el rango de los piconewtons (modo Espectroscopia de
Fuerzas), la deteccion y presencia de dominios magnéticos (modo MFM), la deteccion de
cargas estaticas superficiales (modo Potencial de Superficie SPFM), el contraste
composicional de diferentes materiales (medida de fase), cambios en fuerzas de friccion
(LFM), etc.

A diferencia del STM, que utiliza la corriente tunel como sefial para monitorear la
superficie, el AFM (en modo contacto) utiliza las fuerzas repulsivas entre una punta
situada en el extremo de un fleje (cantilever) y la muestra (Figura 2.1). Por razones de

disefio y de construccion, en el AFM la muestra es montada en el piezotubo que se
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desplaza en relacién a la punta, que permanece fija. Las fuerzas repulsivas experimentadas
por el sistema punta-muestra, son medidas mientras la muestra se acerca a la punta
mediante el registro de la deflexion del cantilever. La deflexién puede ser medida por
diversos métodos (deflexion Optica, interferometria, piezoresistividad), pero la deflexion
Optica es la mas utilizada. De este modo, la variacion espacial de las fuerzas repulsivas

punta-muestra (deflexion del cantilever) o la altura de la punta es convertida en una imagen

D).

I A

Acercamiento -==== ( (
—~ A A
o NN Retraccién ——
L -,
)
>
JE I //;/ D
o —— o
> | B
(]
© | C
=
)
X
é ' S ' S
v
[a)

Acercamiento Retraccién
4
Posicion del cantilever

Figura 2.1. Esquema representando la curva de fuerzas y el comportamiento del cantilever. Las posiciones Ay B
representan a la punta acercandose a la superficie y en la posicion B se produce el contacto. Luego de la
posicién B, la punta se inclina hasta que se alcanza la fuerza aplicada (Setpoint (S)). Dependiendo de la
elasticidad de la muestra, la punta puede llegar a penetrar el sustrato. Posteriormente, se retira la punta hacia
las posiciones Cy D. En la posicidn D, bajo la aplicacién de la fuerza de retraccién, la punta se desprende de la
superficie. Entre las posiciones D y A, el cantilever regresa a su posicion de descanso en donde esta listo para
otra medida.

El cantilever se dobla hacia la superficie cuando la fuerza es atractiva, y en
sentido contrario cuando la interaccién es repulsiva (Figura 2.1). Cuando la muestra se
aproxima hacia la punta en un régimen en el cual éstas no se tocan, la atraccién debido a
las fuerzas de van der Waals (vdW) dobla el cantilever hacia ésta (B en Figura 2.1). En un
cierto punto (salto al contacto) la punta “salta” sobre la superficie de la muestra,
estableciendo contacto con la muestra (S en Figura 2.1). Cuando la muestra aln continla
moviéndose hacia la punta, el cantilever se deflecta como consecuencia de que esta
tocando la muestra. Bajo estas circunstancias, la punta y la muestra pueden sufrir
deformaciones reversibles (elasticas) o irreversibles (plasticas).

Cuando la muestra es retraida de la punta, el cantilever se mueve otra vez hacia la

muestra. Se produce la deflexidn hacia la muestra antes de que se rompa el contacto con la
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misma como consecuencia de las fuerzas adhesivas y capilares. Esta Ultima proviene de la
capa liquida de contaminacion que cubre la superficie de la muestra en el aire (1). La punta
pierde contacto con la superficie de la muestra en el punto de despegue (jump-out) donde
ocurre la transicion del contacto a no contacto y la curva regresa a la linea de no contacto
(A en Figura 2.1). La diferencia entre el punto minimo de la curva fuerza-distancia
(tomada en retroceso) y la linea de no contacto define la fuerza de separacién (pull-out), la
cual es idéntica a las fuerzas adhesivas cuando las fuerzas capilares son despreciables.

El AFM consta, basicamente de una cabeza Optica que permite detectar la
deflexién del cantilever y un dispositivo de barrido (scanner) que contiene al piezotubo y
permite el movimiento de la muestra respecto de la punta situada en la cabeza Optica. La
cabeza de un microscopio de fuerzas atomicas consiste de un bloque éptico y de una base
(Figura 2.2 a).

Detector (a)
electrénico

Fotodiodo
Salida: A-B

"t |

\ Detector Fotodiodo

Superficie estudiada ﬁ' Cantilever (b)

. Piezotubo

Figura 2.2 (a) Esquema representando al microscopio de fuerzas atémicas. (b) Deteccion de la sefal del laser
entre los segmentos verticales A y B del fotodetector.

Cantilevery punta

La muestra es montada en el extremo del dispositivo de barrido. El bloque éptico
contiene una ventana en la parte superior, un diodo laser, espejos y el fotodetector. En este
esquema, el haz del diodo laser es reflejado desde la superficie del cantilever al
fotodetector (Figura 2.2.b). No obstante, debe notarse que el cantilever en la posicion
inicial esta ligeramente inclinado (12°) con respecto al plano horizontal de manera que se
refleje el laser hacia la posicion del detector (Figura 2.2 b). El desplazamiento vertical del
cantilever es proporcional a la sefial diferencial entre los segmentos verticales del

fotodetector (por ejemplo: Aag=A-B, donde A y B son la sefiales, en voltios, de los

48



Capitulo 2 - Técnicas micro-nanoscépicas utilizadas para el estudio de los biofilms

segmentos superior e inferior, respectivamente). Para el control de realimentacion del
movimiento de la cabeza de barrido en la direccion z, se utiliza la sefial diferencial
reducida Aag/(A+B) para evitar la influencia de la inestabilidad del haz del laser. Para
cantilevers de 100-200 micras de largo, el fotodetector magnifica los detalles superficiales
en un factor 750-1500, lo cual posibilita la deteccion de deflexiones del cantilever por
debajo del angstrom. En microscopios AFM modernos (AFM Multimode), el fotodetector

tiene cuatro segmentos permitiendo la realizacion de la técnica LFM.

2.1.1. AFM modo contacto.

En la medida en modo contacto, la muestra entra en contacto con la punta y el
cantilever se dobla hasta que el valor real de Aag alcanza el valor preseleccionado. Durante
el barrido es posible cambiar el setpoint (fuerza aplicada) de manera de reajustar la fuerza
aplicada. Dependiendo del entorno y de la constante de fuerza del cantilever, el intervalo
de fuerzas en el que opera en AFM en modo contacto esta entre uno hasta algunos cientos

de nanonewtons (1) (Figura 2.3).

Fotodetector

Laser

Cantilever

4 )
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000000000
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Figura 2.3. Esquema representando el escaneo de la punta del AFM sobre una superficie

La técnica de AFM en modo contacto permite obtener dos tipos de iméagenes:
topograficas y de deflexion. En el modo topografico, se registran las variaciones locales de

altura mientras la fuerza de interaccion entre punta y muestra se mantiene constante. En el
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modo de deflexion, se registra la deflexion del cantilever mientras que la altura de la sonda
de escaneo se mantiene constante. Mientras que las imagenes topogréficas brindan
informacidn cuantitativa de la topografia superficial de la muestra, las imagenes en modo
deflexion en general exhiben mejor contraste de los detalles morfolégicos. Este modo
puede resultar sumamente Gtil al momento de analizar apéndices celulares (2) tal como se
vera en los Capitulos 6, 7 y 8.

Las puntas comunmente utilizadas para mediciones de AFM son cantilevers
integrados de SisN4 0 Si. Los cantilevers son preparados con diferentes longitudes,
espesores y formas. La forma de la punta y la constante elastica del cantilever son
pardmetros de suma importancia en mediciones de AFM. La constante de fuerza k de un

cantilever rectangular puede ser expresada como:
3 Et3w
VYE
donde E es el modulo elastico y w, L y t son el ancho, la longitud y el espesor del

cantilever, respectivamente. La constante de fuerza depende sensiblemente del espesor del
cantilever, el cual es mas dificil de medir que el ancho o el largo. En la practica, el espesor

del cantilever puede ser determinado midiendo la frecuencia de resonancia Ft:
1/2 t

reoia(?)" ()

donde p es la densidad del material del cantilever. Los cantilevers con constantes de fuerza
pequefias son mas adecuados para obtener imagenes de materiales blandos, mientras que
los cantilevers con constantes de fuerza grandes son generalmente requeridos para

monitorear las propiedades nanomecanicas de las muestras.

2.1.2. AFM modo intermitente.

Las técnicas de modulacion en AFM se desarrollaron con el fin de emplear
fuerzas atractivas, tanto para visualizar la superficie y superar las limitaciones que presenta
el AFM en modo contacto (p ej: AFM en modo intermitente, Tapping ®) al estudiar
materiales blandos como para examinar propiedades mecanicas superficiales (técnicas de
modulacion de fuerzas). En estos métodos se modula la frecuencia de vibracion del
cantilever o la posicion vertical de la muestra. La fuerza de interaccion punta-muestra
causa un cambio en la amplitud, fase, y la frecuencia de resonancia del cantilever vibrante.

Por ejemplo, la interaccién atractiva punta-muestra disminuye la frecuencia, mientras que
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la interaccion repulsiva la aumenta. Es asi que, las variaciones espaciales de los cambios
pueden ser presentadas en imagenes de altura o interaccion (amplitud, fase, cambios de
frecuencia), siendo una practica comun colectar simultaneamente las imagenes de altura e
interaccion. Generalmente, la topografia se representa mejor mediante imagenes de altura,
mientras que las nanoestructuras y los rasgos morfolégicos finos son representados mejor
por imagenes de fase o amplitud.

En el caso del AFM en modo intermitente, la punta oscila verticalmente a su
frecuencia de resonancia. Cuando la muestra se aproxima a la punta vibrante, ésta entra en
contacto intermitente disminuyendo asi la amplitud vibracional. La disminucion de la
amplitud es utilizada para la realimentacion. En este modo, la fuerza lateral punta-muestra
es reducida considerablemente y el corto tiempo de contacto punta-muestra evita la
modificacion inelastica de la superficie. Tal como es de esperarse, la comparacion de
imagenes de los modos contacto e intermitente muestra que las superficies blandas son

menos modificadas en el modo intermitente (Figura 2.4).

»

Direccion de escaneo

Direccion de escaneo

Figura 2.4. Representacion de AFM en modo contacto y AFM en modo intermitente (7apping) de una muestra
esférica blanda.

En la Tabla 2.1 se comparan las ventajas y desventajas de los modos contacto e
intermitente del AFM.
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Tabla 2.1. Tabla comparativa mostrando las ventajas y desventajas de los modos contacto e
intermitente del AFM

Alta velocidad de barrido, comparado Imagenes distorsionadas debido a
con otros modos fuerzas laterales
AFM Modo Contacto Permite resolucion molecular Destruccion de muestras blandas
debido a la fuerte interaccion punta-
Pueden analizarse muestras rugosas muestra

La disminucion de las fuerzas de
interaccion que pueden distorsionar la
imagen

Menor velocidad de barrido comparado
con el modo contacto

AFM Modo Intermitente B
Mavyor resolucion lateral ’
Menor resolucion vertical que en modo

Menos dafio para muestras blandas contacto

En el presente trabajo de Tesis se utilizaron los microscopios Nanoscope Il y
Nanoscope V (Bruker, Sta. Barbara, California). El analisis de las imagenes se realiz6 con

el programa Nanoscope V5.31.

2.1.3. AFM modo conductivo (c-AFM).

El AFM conductivo (c-AFM) es un modo de trabajo derivado del modo de
contacto. Se basa en la medida de la intensidad de corriente que pasa entre una sonda
conductora (frecuentemente se trata de una punta de contacto estandar sobre la cual se ha
depositado una capa de un metal) cuando se aplica una determinada diferencia de potencial
entre la sonda y la muestra. Normalmente, la muestra se mantiene conectada a tierra y el
potencial se aplica a la sonda. En este modo se pueden capturar dos sefiales
simultaneamente: la topografia de la muestra en modo contacto y el mapa de intensidad de
corriente. Este mapa nos permite relacionar la topografia de la muestra con su respuesta
eléctrica. El rango de intensidades que se puede medir se encuentra entre 2 pA y 1 pA.
También se pueden medir curvas de intensidad de corriente vs. potencial aplicado en un
punto determinado de la muestra y de esta manera cuantificar propiedades eléctricas de la

muestra.
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2.1.4. AFM en el andlisis de muestras biologicas.

El AFM ha probado ser una técnica muy eficaz en el analisis de las primeras
etapas de formacion de biofilms. Se han reportado trabajos que utilizaron AFM en modo
contacto (3-4), intermitente (5-6) y conductivo (7-8). La habilidad del AFM para analizar,
por ejemplo, los biofilms en un ambiente acuoso y para realizar experimentos en tiempo
real in situ, transforman esta técnica en una herramienta potencialmente poderosa para
estudiar tanto el crecimiento del biofilm como las propiedades del sustrato.

El AFM es capaz de proporcionar imagenes topograficas en 2 y 3 dimensiones de
la superficie de moléculas y células pudiendo llegar a una resolucion en z de 1 A gracias,
entre otras cosas, a la microfabricacién de puntas cada vez mas agudas, con radios de
pocos nm. Las muestras no precisan de ser tefiidas o tratadas previamente, el Unico
requerimiento es la inmovilizacion sobre una superficie nanométricamente plana. Por lo
tanto, los procesos bioldgicos pueden ser estudiados in situ con la menor interferencia
posible. A pesar de que las medidas en liquido son bastante mas complejas que en aire, el
hecho de poder medir en condiciones fisioldgicamente relevantes es de vital importancia
para estudios bioldgicos in situ, como el seguimiento de las dinamicas moleculares. Sin
embargo, a diferencia de otras microscopias, la obtencion de imagenes sigue siendo
actualmente todavia lenta, con excepcion de grupos de investigacion que trabajan con
sistemas electronicos especialmente implementadas (5).

Durante el estudio de muestras bioldgicas, es importante que la muestra se
encuentre adherida al sustrato y que esta adhesion sea suficientemente fuerte como para
evitar el desprendimiento de la muestra por el barrido de la punta y simultaneamente que
esta fijacion no cause alteraciones significativas en el sistema en estudio. Estas alteraciones
pueden ser por ejemplo, el colapso inducido en la muestra durante el cambio de la tension
superficial por un secado abrupto o congelacion, o la distorsion de la topografia debido a
algun tipo de cubrimiento de la muestra.

La inmovilizacion de células vivas permite profundizar en el conocimiento de la
estructura y funcion de numerosas células a partir de, tanto el analisis de imagenes como la
medida de fuerzas mediante AFM (9-12). Ademas del andlisis de células completas, el
AFM también es capaz de estudiar biomoléculas tales como proteinas o acidos nucleicos
(13-17)
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2.1.5. Analisis topografico derivado de imagenes AFM.

Un pardmetro de suma utilidad para caracterizar la topografia de un material es su
rugosidad. En este aspecto el STM y el AFM son las Unicas herramientas capaces de
estimar variaciones espaciales en el rango del nanémetro con suma precision, no sélo en
las coordenadas X e y sino también en el eje z. Es por esto que, a través de estas técnicas,
es posible crear iméagenes tridimensionales de una superficie cubriendo &reas de hasta 180
um? y variaciones de altura de hasta 7 um. Con respecto a las corrugaciones, estas técnicas
son capaces de medir alturas monoatomicas sin mayores dificultades (18).

Para una completa descripcion de la superficie es necesaria una caracterizacion
cuantitativa de la topografia. Las topografias de las superficies generalmente han sido
descriptas mediante mediciones de rugosidad superficial tales como la desviacion
cuadratica media de la rugosidad, la rugosidad promedio o la rugosidad pico-a-valle. El
parametro mas frecuentemente utilizado es la desviacion cuadratica media de la rugosidad,
también conocida como RMS. Tal como lo indica su nombre, ésta es calculada a partir de

la raiz cuadrada de las desviaciones cuadraticas medias:
N 1/
(Zi - <Z>)2 2
RMS = =
Y=
i=1

donde z; representa la altura en un punto del perfil superficial, <z> es la altura media del

perfil superficial, y N es el nimero de puntos muestreados. La altura promedio del perfil

superficial se define como:

1 N
@ =2> 2
i=1

La RMS es ampliamente utilizada debido, tanto a la simplicidad de su estimacion,
como a su capacidad de caracterizar a la superficie con un Unico valor. En el presente
trabajo de Tesis, se calculé mediante la utilizacion del programa Nanoscope V5.31.

Basicamente, la RMS es conceptualmente una analogia de la desviacion estandar
utilizada cominmente en estadistica. La rugosidad promedio o aritmética (Ra) es otra

simple medida estadistica de la rugosidad. Esta es descripta como:

N
1
Ra = )=
i=1

Si una superficie posee un perfil con grandes desviaciones de la altura media, la

RMS y la Ra no proporcionaran un valor adecuado de la rugosidad de la superficie. Puesto

54



Capitulo 2 - Técnicas micro-nanoscépicas utilizadas para el estudio de los biofilms

que los grandes valles o picos contribuirdn al célculo de la RMS de la rugosidad, esto
puede hacer su valor significativamente més grande que la rugosidad promedio. En estos

casos, es (til calcular la diferencia pico-a-valle promedio como Ry;

1 M
R, = MZ(Zmax - Zmin)k
k=1

donde M es el numero de picos o valles que son considerados en el célculo. Sin embargo,
estas simples mediciones estadisticas dan solamente informacion acerca de las alturas de
las muestras, siendo esto insuficiente para caracterizar completamente la superficie.
Especialmente, en el caso de topografias no uniformes, la aplicacion de tratamientos
estadisticos simples se torna, por si sola, en una herramienta muy limitada para el analisis
topogréfico. Es asi que generalmente el analisis de rugosidad se complementa con un
analisis de la distribucion de frecuencias. La densidad espectral de potencia (PSD, Power
Spectral Density) es una técnica sumamente util para obtener dicha informacién acerca de
las frecuencias contenidas en una superficie rugosa. El andlisis de PSD se basa en el
calculo de frecuencias, con lo cual, el mismo requiere transformar los datos de dominio
espacial en datos de dominio frecuencial. Este proceso se realiza generalmente mediante el
empleo de la transformada de Fourier. La PSD proporciona una representacion conveniente

de la periodicidad y amplitud de la rugosidad.
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2.2. Microscopia oOptica de epifluorescencia.

La microscopia Optica utiliza luz enfocada a traves de diversos lentes de vidrio. La
resolucion de esta técnica depende del nimero de apertura de las lentes y de la longitud de
onda de la luz empleada. Las resoluciones tipicas se encuentran alrededor de los 200 nm.
Para conseguir mayores resoluciones pueden utilizarse lentes de inmersion en aceites
especiales, pero que, a su vez, pueden disminuir la calidad de la imagen. La microscopia
Optica tradicional emplea luz transmitida, es decir, que la luz atraviesa la muestra. Por lo
tanto, la mayoria de las muestras bioldgicas analizadas deben estar soportadas por sustratos
transparentes (agar, vidrio entre otros). Sin embargo, este no es el caso de las
observaciones de biofilms que se forman generalmente sobre diferentes sustratos. En
dichos sistemas, es adecuado el uso de microscopia de epifluorescencia, que también puede
proveer informacion del estado metabdlico de la célula. En estos casos, la imagen se forma
a partir de la luz emitida de un espécimen fluorescente. Generalmente, el espécimen es
teflido con un colorante fluorescente que fluoresce después de haber sido iluminado con
luz ultravioleta. Uno de los colorantes mas comunmente utilizados es el colorante naranja
de acridina (19-22). No obstante, los kits comercialmente disponibles que contienen
colorantes combinados (por ejemplo, Live/Dead BacLight® de Invitrogen) también son
ampliamente utilizados.

En este trabajo de Tesis se utilizé un microscopio optico Olympus BX-51 vy filtros
U-MWG2 (filtro de excitacion 510-550 nm y filtro de emision 590 nm) y U-MWB2 (filtro
de excitacion 460-490 vy filtro de emision 520).

2.2.1. Tincién con naranja de acridina.

El naranja de acridina (N,N,N’, N’-tetrametilacridina segun IUPAC) es un
colorante catidnico selectivo para los acidos nucleicos y util para realizar determinaciones
sobre el ciclo celular. Interacciona con el ADN y ARN por intercalacion dentro de la
molécula o por atraccion electrostatica, respectivamente. Cuando se encuentra asociado al
ADN, el naranja de acridina es espectralmente similar a la fluoresceina, presentando un
maximo de excitacion a 502 nm y una emisién a 525 nm (en el verde). Cuando esta
asociado al ARN, la excitacion maxima se produce a 460 nm (en el azul) y la emision

maxima a 650 nm (en el rojo). Las células que se encuentran metabdlicamente activas,
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deberian contener grandes cantidades de ARN y por lo tanto tendrén fluorescencia naranja
al estar en contacto con el colorante (23).

2.2.2. Tincidn con kit comercial para deteccion de bacterias vivas vy

muertas.

Uno de los kits comerciales mas ampliamente utilizado para deteccidn de bacterias
vivas y muertas es el kit Live/Dead Baclight ® (24-27). EIl kit estd compuesto por una
mezcla de un colorante verde fluorescente denominado SYTO9® y un colorante rojo
fluorescente correspondiente al yoduro de propidio (PI). Ambas sustancias se fijan al cido
nucleico de las células y difieren entre ellos por su espectro de excitacién y emision
correspondiente a 480/500 nm para el SYTO9® (color verde) y 490/635 nm para el yoduro
de propidio (color rojo). Su mecanismo de accion se basa en la integridad de la membrana
de las células. EI SYTO9® es capaz de penetrar en todas las células, tanto si tienen o no la
membrana dafiada, sin embargo el yoduro de propidio solamente es capaz de penetrar en
las bacterias que poseen la membrana dafiada. Por lo tanto, las células con la membrana
intacta emiten fluorescencia de color verde y las que tienen la membrana dafiada emiten
fluorescencia de color rojo porque el yoduro de propidio reduce al SYTO9® cuando los

dos compuestos estan presentes.
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Capitulo 3

Preparacion de las superficies micro-

nanoestructuradas.

3.1. Introduccion.

Con el objetivo de estudiar la influencia de la composicion quimica y la topografia
de la superficie del sustrato sobre los procesos de adhesion y colonizacion de P.
fluorescens, se han preparado sustratos de distinta composicion quimica: (1) Au, (2) Cuy
(3) poliisobutilcianoacrilato. Las técnicas de preparacion y la caracterizacion de los
mismos se detallan en las secciones siguientes y sus caracteristicas principales se describen

a continuacion:
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(1) Au, empleado como material modelo debido a que es bioinerte, maleable y
resistente a la corrosion, especialmente en el medio bioldgico. Existen muchas aplicaciones
directas que utilizan al Au como parte de su estructura en dispositivos biomédicos, entre
ellos: materiales dentales, cables para marcapasos, implantes para membranas de oido y
ciertos tipos de cubrimientos para stents (1-3).

Se han preparado dos tipos de sustratos con microestructuras superficiales
diferentes: (i) Au-MS1, sustrato microestructurado que consiste en canales de 650 nm de
ancho y 120 nm de alto; (ii) Au-MSh, sustrato con una microestructura que consiste en un
arreglo de hexagonos de 10 um de apotema y 150 nm de alto aproximadamente. Ademas,
se han utilizado sustratos nanoestructurados de dos tipos: (i) Au-NSa, que consiste en un
sustrato con una nanoestructura superficial de granos distribuidos al azar. Los granos
tienen tamafios en el rango 50 - 100 nm, sin ningun tipo de orientacion preferencial. Estos
sustratos fueron adquiridos a la empresa Arrandee (Alemania); (ii) Au-NSnb, sustrato con
un patron nanotopogréafico que consiste en arreglo de nanobandas de 45 nm de ancho y 4
nm de alto separadas por espacios de 10 nm.

(2) Cu, se ha empleado debido a sus caracteristicas toxicas y su susceptibilidad a la
corrosion, opuestas a la del Au inerte. Por otra parte tiene interés como aplicacion en
dispositivos intrauterinos (DIU). Para el caso del Cu se han fabricado dos tipos de
superficies, una superficie microestructurada (MS1) y otra nanoestructurada (NSa): (i) Cu-
MS1, consiste en una microestructura de canales de 600 nm de ancho y 120 nm de alto; (ii)
Cu-NSa, es una estructura similar a la correspondiente al sustrato nanoestructurado al azar
Au-NSa.

(3) Poliisobutilcianoacrilato (PBCA), material polimérico biocompatible que se
utiliza como adhesivo para diversos tipos de biomateriales y tejidos. En este caso, se
prepararon dos tipos de sustratos microestructurados: (i) PBCA-MS1, que consiste en un
sustrato microestructurado de canales de 750 nm de ancho y 120 nm de alto; (ii) PBCA-
MSg, este sustrato tiene una microestructura tipo “globular”. Los diametros de los globulos
se encuentran entre 1 y 5 um, con alturas que varian entre 80 y 125 nm. También se
prepar6 una superficie nanoestructurada de PBCA: PBCA-NSa, superficie que presenta un
arreglo hexagonal de nanopuntos con didmetros de aproximadamente 45 nm y alturas de 6

nm.
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En la Tabla 3.1 se muestra un resumen de las caracteristicas topograficas de cada
uno de los sustratos utilizados. Los métodos de fabricacion de los mismos, asi como su

caracterizacion topogréfica se presentan en las secciones siguientes.

Tabla 3.1 Sustratos micro y nanoestructurados utilizados en los ensayos.

Au Cu PBCA

MS1 MS1
Canales de 650 Canales de 750

nm de ancho y nm de ancho y
120 nm de alto MS1 120 nm de alto
SUEEGE Canales de

\

700 nm de
Micr - r anchoy 120
croestructurados || MSh | 1so0nos de . Y MSg  cisbulos de 1-5

nm de alto

10 um de pum de diametro
' apotemay 150 ? y 85-120 nm de
nm de alto alto

NSa Granos de 50-

100 nm sin
orientacién Granos de
. NSa NSa
Sustratos definida 50-100 nm Nar;:p:r:tzz de
sin
diamet 6
e e s NSnb Nanobandas de ' orientacion ’ n':]n;;z ra(I)tZra
45 nm de definida
’ anchoy 4 nm
de alto

3.2. Microfabricacion por técnicas de moldeo y

replicacion asistida por monocapas autoensambladas.

Durante las ultimas décadas se han utilizado diversas estrategias para fabricar
patrones topograficos en la micro y nano escala. Estos métodos de fabricacién comprenden
multiples etapas de diversa dificultad, dependiendo del tipo de estructura deseada. Una de
las estrategias empleadas para la fabricacion en serie de nano/microestructuras
superficiales es la técnica de moldeo y replicacion, que consiste en dos etapas
fundamentales que involucran procesos diferentes: escritura de una matriz, cuya estructura
proporciona el cddigo que luego sera copiado y replicacion en la que se preparan multiples
copias de la matriz original (4). La manufacturacion de las matrices es usualmente llevada

a cabo mediante técnicas litograficas que utilizan haces de electrones o haces de iones
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enfocados, cominmente denominadas “técnicas litogrdficas duras”. Estas técnicas son
muy costosas 0 muy lentas como para ser utilizadas en la produccion en serie de
nanoestructuras, por lo que se emplea la replicacién de una matriz. Este método permite
generar un material nanoestructurado de una manera sencilla, rapida, econémica y con un
alto grado de fidelidad, generando multiples copias de las nanoestructuras escritas en la
matriz.

Una de las técnicas mas utilizadas en la replicacion en serie es la fotolitografia.
Sin embargo, este método tiene la desventaja de su alto costo y que la resolucion esta
limitada por la difraccion de la luz incidente. Por este motivo, se han desarrollado técnicas
alternativas para la nanofabricacion que involucran procesos de impresion, moldeo, etc. en
la nano/microescala (5). En estas técnicas, la resolucion esta determinada principalmente
por interacciones de van der Waals, propiedades de mojado de las superficies, etc.. Las
técnicas de replicacion basadas en el contacto fisico poseen la gran ventaja de poder
producir estructuras complejas con una resolucion de unos pocos nm (4). Generalmente en
los procesos de replicacion de micro- y nanoestructuras mediante técnicas de contacto
fisico (impresion, moldeo, etc.) se utiliza un polimero para transferir la estructura, para lo
cual es necesario proveer una interfase no-adherente entre la superficie estructurada que
actla como matriz y el polimero, cuya topografia es moldeada por la matriz. Esto permite
desmoldar la pelicula polimérica sin degradar la fidelidad de la replicacion.

Un método sencillo y directo para la fabricacion en serie de superficies
nano/microestructuradas consiste en la utilizacion de técnicas de moldeo y replicacién
asistido por monocapas autoensambladas (SAMs) (6-8). Las SAMs han sido ampliamente
estudiadas debido a la posibilidad que ofrecen de crear superficies con recubrimientos
uniformes de espesor molecular (de orden de unos pocos nm), con funcionalidades
quimicas bien definidas (9). Esta caracteristica permite la utilizacion de las mismas en
maultiples aplicaciones como, por ejemplo, prevencion de la corrosion (10-11), desarrollo
de dispositivos electronicos (12) y formacion de patrones especificos (13). Ademas, las
SAMs pueden actuar como recubrimientos antiadherentes debido a que las superficies
modificadas por éstas presentan una significativa disminucién en la energia superficial,
siendo ésta una condicion favorable para la separacion del material moldeado.

La técnica de moldeo y replicacién asistida por monocapas autoensambladas
utiliza las propiedades antiadherentes de las SAMs para facilitar el despegado entre el

molde y el material depositado sobre él. Este paso es de suma importancia, ya que en
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muchos casos el material moldeado posee una gran afinidad por la superficie del molde lo
que dificulta la separacion de ambos. Esta técnica se ha utilizado en el presente trabajo de
Tesis para transferir en forma directa una topografia regular a la superficie de interés.

Los pasos a seguir para conseguir una superficie micro-nanoestructurada son los
siguientes (Figura 3.1):

1. Modificar la superficie del molde con una monocapa autoensamblada de un
alcanotiol (dodecanaotiol).

2. Depositar el material de interés sobre el molde modificado mediante una
técnica adecuada (evaporacion metalica en vacio, electrodeposicion, deposito por goteo,
etc).

3. Despegar la superficie moldeada mediante el empleo de pinzas.

-~ ~~

Molde

Modificacion superficial
con monocapa autoensamblada u SAM

(SAM) :
2 Deposicion
Sustrato £ -
despegado A " v
“S 3
& > [P
- -~ Moldeo y Separacion \
Molde modlﬂca(w\ \
oot \\\ del Sustrato

Figura 3.1. Esquema experimental representando las etapas necesarias durante el proceso de moldeo y
replicacion mediante el uso de monocapas autoensambladas (SAMs)

El molde utilizado consiste en una superficie de Cu que tiene un patron
topografico regular de escala micrometrica (Figura 3.2) modificado superficialmente por
una SAM de dodecanotiol, preparada por inmersion del sustrato en una solucion 7 mM del
reactivo en tolueno durante 2 h. Las dimensiones caracteristicas tipicas del patrén regular
del molde empleado se muestran en la Figura 3.2. Dadas las caracteristicas topograficas de
la estructura en relieve, se determiné el ancho como la distancia medida a mitad de altura

del relieve.
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La topografia tipica de esta superficie podria describirse como una estructura
regular en relieve de 600 nm de ancho, canales de 650 nm y 115 nm de altura, con una
periodicidad de 1,25 um. Estas dimensiones se mencionan a modo de ejemplo de un molde
tipico ya que puede haber variaciones de un molde a otro, siendo la desviacion estandar del
canal superficial de 51 nm, la del relieve 48 nm y la de la altura 10 nm. Las dimensiones
caracteristicas que se mencionan en la Tabla de la Figura 3.2 se obtuvieron mediante la
medicion de las mismas sobre 10 moldes distintos. De esta forma, se calcularon
dimensiones caracteristicas promedio con sus respectivas desviaciones estandar. Lo mismo

se realizd para la caracterizacion de todos los demas sustratos descriptos a lo largo del

presente capitulo.

300.0 nm

0.0 Height 50um

(1) Canal Superficial (ancho) 650 =+ 51nm

(2) Relieve Superficial (ancho) 600 =48 nm

(3) Relieve Superficial (alto) 115+ 10 nm
(4) Periodo 1250 =68 nm

1 2 3 - S 6 m

Figura 3.2. Caracterizacion topografica de un molde tipico de Cu empleado: Imagen AFM topografica top view
(arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie del molde
(abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones caracteristicas de uno de los moldes utilizados (abajo
derecha). Los datos corresponden a dimensiones promedio con sus respectivas desviaciones estandar obtenidos

a partir de 10 moldes diferentes.

Una vez quimisorbida la monocapa, la superficie de Cu es sumergida en tolueno
puro durante 30 min para eliminar las multicapas de moléculas de dodecanotiol fisisorbidas
sobre la superficie. En este momento, el molde estd preparado para la deposicion del

material a moldear.
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Las técnicas de deposicion sobre el molde dependen del material que va a
depositarse sobre el mismo. Debe tenerse en cuenta que, en todos los casos, dicha técnica
debe posibilitar la formacién de peliculas de morfologia uniforme y baja rugosidad, con
tamafnos de grano suficientemente pequefios como para poder replicar la estructura.
Asimismo, la técnica de deposicion debe ser tal que permita que la monocapa permanezca

sobre la superficie del molde sin sufrir alteraciones durante el proceso.

3.2.1. Superficies micro y nanoestructuradas de Au

3.2.1.1. Fabricacion y caracterizacion de superficies Au-MS1

Los sustratos de Au se prepararon por deposicion fisica desde fase vapor (PVD),
evaporando el metal en vacio, técnica que permite obtener peliculas delgadas de Au
uniformes, de baja rugosidad y con granos de Au muy pequefios. La PVD comprende una
amplia variedad de técnicas que incluyen evaporacion, deposicion mediante ablasion laser
y distintas variantes de la deposicion mediante descarga catddica, o sputtering (14). Los
procesos de PVD generalmente involucran d&tomos individuales o pequefios agregados de
atomos que son emitidos por la fuente sélida o liquida. Para lograr esta emision se puede
utilizar el calentamiento de la fuente o el bombardeo de la misma utilizando electrones,
atomos, iones o fotones. Las especies emitidas transitan a través de la cAmara evacuada y,
finalmente, colisionan sobre una superficie sélida en la cual los atomos pierden su energia
cinética quedando inmovilizados y formando una pelicula sobre el sustrato.

En los procedimientos de evaporacion del tipo térmico, el material se calienta a
temperaturas elevadas hasta alcanzar una presion de vapor suficientemente alta, de manera
de que una fraccion apreciable de &tomos o moléculas de la superficie pasa a estado vapor,
depositandose sobre el sustrato y formando una pelicula delgada. El calentamiento se logra
pasando una corriente eléctrica a través del propio material o utilizando un soporte
adecuado.

La evaporacion tiene multiples ventajas como tecnica de deposicion que incluyen
la sencillez de montaje y la posibilidad de evaporar materiales disponibles en diferentes
formas (polvo, hilo, pastilla, etc.). La evaporacion metalica requiere que el proceso se

realice en vacio para evitar los problemas asociados a la oxidacién en altas temperaturas
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del sustrato o de la pelicula depositada. En este trabajo se utilizé una evaporadora Edwards
Metal Coater Modelo 306, de la que se muestra un esquema en la Figura 3.3.

Sustrato Material a

\ Evaporar

N

Flujo de o .
Material N\ T Pasaje de la
Evaporado |\ \ / Corriente Eléctrica
\"I ‘f‘
Material a ,‘ /
Evaporar \ /

Fuente de
Tension

.
|

Contactos
Eléctricos

L

Figura 3.3. Esquema de la cdmara de evaporacién utilizada para preparar las peliculas metdlicas mediante
evaporaciéon térmica en vacio.

Desde el punto de vista experimental, es preciso tener en cuenta varios aspectos
relacionados con el proceso de evaporacion. La evaporacion térmica se lleva cabo con una
presion residual de camara, p, por debajo de los 7,5 x 10” torr. En estas condiciones, el
recorrido libre medio de las particulas evaporadas es A > 50 cm (15). Esto implica que A es
del orden del diametro de la camara de vacio, y por lo tanto las particulas evaporadas
describen esencialmente trayectorias rectilineas, sin colisiones en la fase gaseosa, hasta
alcanzar el sustrato. Por consiguiente, la evaporacién térmica es un proceso direccional, y
solamente la superficie del sustrato que se encuentra “a la vista” de la fuente de
evaporacion queda recubierta.

Para obtener el depoésito, los moldes microestructurados y modificados
superficialmente con la SAM de dodecanotiol se introdujeron en la cadmara de la
evaporadora (Figura 3.3) y se metalizaron mediante el calentamiento de aproximadamente
0,32 g de Au. Utilizando esta cantidad de Au, se obtiene un espesor de pelicula depositada
de aproximadamente 200 nm.

Con el fin de reforzar las propiedades mecanicas de las peliculas metalicas

evaporadas, se procedid a electrodepositar sobre el reverso de las mismas una pelicula de
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Cu de 10 pum de espesor aproximadamente. El electrodepdsito se realizO de manera
galvanostatica, a una densidad de corriente de 20 mA.cm™, a partir de una solucién
electrolitica 0,6 M de CuS0O4.5H,0 + 0,5 M H,SO,4 en una celda convencional de tres
electrodos (contraelectrodo: chapa de Cu; electrodo de referencia: alambre de Cu;
electrodo de trabajo: sustrato microestructurado). Luego, la pelicula evaporada y
“reforzada” con Cu se despegd facilmente del molde microestructurado mediante el
empleo de una pinza adecuada, siguiendo los pasos indicados en el esquema de la Figura
3.1

En la Figura 3.4 se pueden observar imagenes AFM topogréaficas correspondientes
a una superficie de Au-MS1. Las dimensiones caracteristicas del mismo se obtuvieron
mediante la medida de las longitudes en el corte transversal del sustrato.

El periodo se determin6 mediante el analisis estadistico a través de la PSD. Tanto
este parametro como la rugosidad (RMS) y la altura (z), se calcularon, tal como se describe
en el Capitulo 2, mediante el empleo del programa Nanoscope V5.31. Tanto la
determinacion de la rugosidad como el periodo se realizaron en imagenes AFM de 10 um x
10 pm. Estas mismas determinaciones se realizaron para todas las caracterizaciones

topograficas realizadas en el presente Capitulo.

Canal Superficial (ancho) 650 £51 nm

Relieve Superficial (altura) 120 =11 nm

Periodo 1300 = 80 nm
Rugosidad 40 =5 nm

Figura 3.4. Caracterizacién topografica de la superficie de Au-MS1: Imagen AFM topografica vista de arriba (top
view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la imagen izquierda
superior realizada a lo largo de la linea blanca (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio
caracteristicas (abajo derecha).
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3.2.1.2. Fabricacion y caracterizacion de superficies Au-NSnb

Las superficies de Au nanoestructuradas fueron fabricadas empleando el método
de moldeo y replicacion descriptos arriba a partir de una matriz de Si y su correspondiente
molde de Au. Para el caso de la matriz de Si, la pelicula anti-adherente consiste en una
monocapa de octadeciltriclorosilano (OTS). En la Figura 3.5 se muestra la nanoestructura
correspondiente a la matriz de Si utilizada. Esta superficie consiste en un arreglo de
nanobandas (“ripples”), cuyo ancho tipico promedio es de 38 nm, la altura promedio (z)
correspondiente es de 4 nm y la rugosidad (RMS) caracteristica de este tipo de sustratos es

de 7 nm.

20.0nm

Nanobanda (ancho) 38 £ 10 nm
Nanobanda (altura) 4 +1nm
Periodo 52 £2 nm
Rugosidad 7 £2nm
S0 100 150 200 250 300 nm

Figura 3.5. Caracterizacién topografica del molde de nanobandas de Si: Imagen AFM topografica vista desde
arriba (top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la
superficie del molde (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas del molde
(abajo derecha).

Posteriormente, el molde de Au (obtenido a partir de la matriz original de Si) fue
modificado superficialmente mediante la formacion de una SAM, preparada sumergiendo
el mismo en una solucién etanolica de dodecanotiol (7 mM dodecanotiol en etanol).
Luego, el sustrato fue transferido a una solucién pura de etanol para remover las moléculas

de dodecanotiol fisisorbidas sobre la superficie.
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Luego, se depositd Au sobre la nanoestructura mediante el proceso de PVD. La
presion de la camara fue de aproximadamente 1 x 10 torr y la cantidad de Au pesada fue
0,32 g aproximadamente. Después de la metalizacion, la superficie de Au pudo separarse
facilmente del molde debido a la presencia de la SAM de dodecanotiol. La superficie

obtenida luego del proceso de deposicion es la que se muestra en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Caracterizacion topografica de la superficie de Au-NSnb: Imagen AFM topografica vista desde arriba
(top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie de
Au-NSnb (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo derecha).

3.2.2. Superficies microestructuradas de Cu

Para la microfabricacion de las superficies de Cu se utilizd el mismo método de
moldeo y replicacion anteriormente descripto. En este caso se deposité el Cu mediante
técnicas electroquimicas.

Ya se mencion0 que la rugosidad y el tamafio de grano del depdsito son factores
que afectan sensiblemente la calidad de cada etapa de transferencia del patron topografico.
Por este motivo, estos factores deben ser tenidos en cuenta cuando se desea replicar
superficies estructuradas por la via electroquimica.

Los factores preponderantes que determinan la implementacion exitosa del

proceso de micromoldeo por técnicas electroquimicas son: (a) la estabilidad electroquimica
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de la monocapa autoensamblada y (b) la morfologia del material electrodepositado. El
primero de estos factores esta relacionado con la seleccion de la ventana de potencial
adecuada en la que la SAM es mas estable, evitando la electrodesorcion reductiva que
experimentan los alcanotioles adsorbidos sobre superficies polarizadas catédicamente (7).
De esta manera se evita la desorcion total o parcial de la SAM, que afectaria notablemente
el proceso de delaminacion. EIl segundo factor, que condiciona el éxito del proceso esta
relacionado con el volumen del grano caracteristico del depdsito que puede competir con
las dimensiones caracteristicas del patrén que se desea replicar. Se ha demostrado que
cuanto menor es el tamafio de grano del deposito mejor es la fidelidad del proceso de
moldeo. En el caso de la electrodeposicion de Cu, el agregado de tiourea como aditivo
permite alcanzar tamafios de grano uniformes de hasta 15-20 nm, obteniéndose depositos
de baja rugosidad (16).

3.2.2.1. Fabricacion y caracterizacion de superficies Cu-MS1

En forma similar a lo descripto para el Au, la superficie molde de Cu
microestructurada (Figura 3.2) se modificé superficialmente con una monocapa
autoensamblada de dodecanotiol, mediante la inmersion del sustrato de Cu en una solucién
7 mM de dodecanotiol en tolueno durante 2 h. El sustrato fue transferido a tolueno puro
durante 30 min de manera de remover las multicapas de moléculas que podrian permanecer
fisisorbidas sobre la superficie. Posteriormente se procedid a la electrodeposicion de una
pelicula de Cu de aproximadamente 10 um de espesor, utilizando como céatodo el sustrato
de Cu, microestructurado y cubierto con la SAM de dodecanotiol. La composicion del
bafio electrolitico empleado fue 0,6 M de CuSO4.5H,0 + 0,5 M H,SO,4 + 0,025 mM de
tiourea, siendo la condiciones de electrodeposicion utilizadas 20 mA.cm™ de densidad de
corriente de deposicion catodica a 298 K.

Una vez electrodepositada, la pelicula de Cu fue delaminada con la ayuda de
pinzas adecuadas. Cabe destacar que la delaminacion del electrodepdsito no promueve
dafios en la muestra electrodepositada ni en el electrodo microestructurado.

En la Figura 3.7, puede observarse el sustrato de Cu-MS1 obtenido y su

correspondiente caracterizacion topografica.
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Figura 3.7. Caracterizacion topografica de la superficie de Cu-MS1: Imagen AFM topografica vista desde arriba
(top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie de
Cu-MS1 (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo derecha).

3.2.3. Superficies micro y nanoestructuradas de PBCA.

El tercer tipo de material que se utilizo para fabricar las superficies estructuradas
fue un polimero biocompatible, el PBCA. EI mismo es un pegamento cianoacrilato, que es
empleado en el &mbito clinico para cerrar pequefias heridas (La Gotita ®, Poxipol,
Argentina).

La misma técnica de moldeo y replicacion que se utiliza para fabricar superficies
metalicas con patrones micro/nanotopograficos, puede emplearse para la obtencion de
sustratos micro/nanoestructurados polimericos (17-18).

Cabe destacar que la gran diferencia entre la mayoria de las técnicas de moldeo y
replicacion reportadas en la literatura y el método empleado en el presente trabajo de Tesis
para obtener los sustratos polimericos estructurados es que el material generalmente
utilizado por otros autores como molde es un polimero, el polidimetilsiloxano (PDMS),
mientras que la técnica reportada en este trabajo utiliza un metal como molde debido a que

la naturaleza elastomérica del PDMS puede hacer que los patrones topograficos

transferidos sean defectuosos (19). La gran estabilidad del molde de Au empleado en el
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presente trabajo hace que el patron sea transferido sin defectos tanto en la micro como en

la nano escala.

3.2.3.1. Fabricacion y caracterizacion de superficies PBCA-MS1

Para obtener el sustrato microestructurado polimérico, se dejo caer una gota de
PBCA sobre la superficie de Cu microestructurada (Figura 3.2) y modificada con la SAM
de dodecanotiol. Una vez polimerizado el material, la pelicula de PBCA es facilmente
despegada del molde mediante el empleo de pinzas pequefias. Debe mencionarse que la
delaminacion de la pelicula polimérica es un proceso con minimo esfuerzo mecénico y que
por lo tanto no genera defectos en la superficie obtenida. De hecho, se ha reportado que la
adherencia del polimero a la SAM resulta ser muy deficiente (20), y por lo tanto esta
condicidn es favorable para la separacion de la pelicula polimérica moldeada del metal con
la monocapa autoensamblada.

Las imagenes de la Figura 3.8 corresponden al sustrato de PBCA-MSL1 obtenido a
partir del molde de Cu microestructurado con su correspondiente caracterizacion

topografica.
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Figura 3.8. Caracterizacion topografica de la superficie de PBCA-MS1: Imagen AFM topografica vista desde
arriba (top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la
superficie de PBCA-MS1 (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo
derecha).
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3.2.3.2. Fabricacion y caracterizacion de superficies PBCA-MSg

En este caso se utiliz6 como molde una superficie nanoestructurada de Au (Au-
NSa Arrandee, Alemania). Dicha superficie fue sumergida en una solucién etandlica de
dodecanotiol 7 mM durante 2 h. Posteriormente, se transfirid el sustrato a una solucion de
etanol absoluto durante 30 min para remover las moléculas de dodecanotiol fisisorbidas
sobre la superficie. Luego, se dejé caer una gota del polimero sobre la superficie
nanoestructurada. Una vez curado el PBCA, la pelicula se despegd mediante el empleo de
pequefas pinzas. En este caso no se moldea la superficie del Au, sino que espontaneamente
se forma una estructura globular. Este tipo comportamiento ha sido reportado previamente
para el PBCA (21-22)

En la Figura 3.9, se observa la estructura globular del sustrato de PBCA-MSg
obtenido a partir de un molde de Au-NSa.

250.0nm |

1
0.0 Height 150 ym

Section

:OZ : Glébulos Superficiales (diametro) 1-5pum

50 Gldbulos Superficiales (altura) 85-120 nm
i Periodo 2,7 £0,3 ym

‘;: Rugosidad 18 +3 nm

-nm

Figura 3.9. Caracterizacion topografica de la superficie de PBCA-MSg: Imagen AFM topografica vista desde
arriba (top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la
superficie de PBCA-MSg (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo
derecha).
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3.2.3.3. Fabricacion y caracterizacion de superficies PBCA-NSa

Con el objetivo de emular los granos presentes en las superficies
nanoestructuradas de Auy Cu (Au-NSa y Cu-NSa, tal cual se describira en la seccion 3.4),
se fabricd un sustrato de PBCA, utilizando como molde una superficie nanoestructurada de
Au que consiste en un arreglo hexagonal de nanocavidades con una densidad de
aproximadamente 10* nanocavidades por cm?® Las dimensiones caracteristicas de las

nanocavidades son: diametros de 48 + 4 nm y profundidades de 6 £ 2 nm (Figura 3.10).
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i

Figura 3.10. Caracterizacion topografica de la superficie del molde de Au: Imagen AFM topografica vista desde
arriba (top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la
superficie del molde (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo
derecha).

Para obtener los sustratos PBCA se repitié el mismo procedimiento de moldeo y
replicacion descripto anteriormente. EI molde de Au fue sumergido en una solucion
etanolica 7 mM de dodecanotiol durante 2 h. Luego el sustrato fue transferido a una
solucién de etanol absoluto durante 30 min y se colocé una gota de PBCA sobre la
superficie.

El sustrato de PBCA-NSa obtenido luego de la delaminacion del molde de Au, es

el que puede observarse en la Figura 3.11. A traves del analisis de las dimensiones
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caracteristicas del sustrato de PBCA-NSa, se puede concluir que este tipo de superficies

emula considerablemente bien la topografia de los sustratos de Au-NSa y Cu-NSa.
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Figura 3.11. Caracterizacién topografica de la superficie de PBCA-NSa: Imagen AFM topografica vista desde
arriba (top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la
superficie de PBCA-NSa (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo
derecha).
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3.3. Microfabricacion mediante  deposicion  por

meétodos fisicos a través de mascaras

Otra estrategia que se utilizd en este trabajo de Tesis para microfabricar
superficies de Au fue la deposicion metélica en vacio asistida por mascaras (litografia
estencil). EI método consiste en cubrir el sustrato con una méascara que contiene el patron a
transferir. Las mascaras se utilizan para depositar material selectivamente en ciertas areas
del sustrato y, de esta manera, se pueden construir estructuras con diferentes arreglos, de
acuerdo a las méascaras utilizadas. La evaporacion asistida por mascaras en contacto con la
superficie permite depositar cantidades controladas de material en posiciones especificas
del sustrato, sin necesidad de recurrir a procesamientos posteriores. En la Figura 3.12 se

muestra un esquema del proceso.

S e

WERRE

Figura 3.12. Esquema representando el proceso de microfabricacién mediante la utilizacién de mascaras

Este tipo de litografia es un método muy versatil, que puede emplearse en gran
variedad de aplicaciones. A partir del estudio de todas las variantes existentes de este tipo
de litografia, se ha encontrado una serie de ventajas muy importantes. Las principales son:
sencillez del proceso, flexibilidad y alta resolucion. Ademas, es una técnica de no-contacto,
caracteristica que permite obtener superficies ultra-limpias con depdsitos de alta pureza
(23). Cabe destacar que pueden disefiarse estructuras sobre superficies mecanicamente
fragiles y funcionalizadas quimicamente, debido a la ausencia de etapas ciclicas durante el
proceso. La litografia esténcil permite, ademas, la utilizacion de una gran variedad de
materiales (la limitacion proviene del método de deposicion) y la deposicién selectiva

sobre superficies en un solo paso.
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3.3.1. Fabricacion y caracterizacion de superficies Au-MSh

En el caso de las estructuras de Au-MSh, el sustrato donde se realizd la
deposicion fue Au-NSa (Arrandee®, Alemania). La superficie se limpié con solucién
pirafia (H,0, + H,SO,) durante 20 min. Como mascara se utilizaron grillas hexagonales de
Ni (Ted Pella Inc.). Las dimensiones de las mismas son: (A) apotema del hexagono: 14
pm; (B) ancho del borde: 8 um; espesor de la grilla: 40 um (Figura 3.13).

Figura 3.13. Grillas hexagonales de Ni empleadas como mdscaras durante el proceso de microfabricacion.

La presién de base empleada en la camara de evaporacion fue entre 2,5 x 107 torr
y 3 x 107 torr y la separacion entre la fuente de evaporacién metalica y la superficie del
sustrato fue de 20 cm, distancia adecuada para que la direccion del flujo de material sea
perpendicular al sustrato. La cantidad de Au evaporada fue 0,32 g aproximadamente. Esta
cantidad de material asegura un espesor del hexadgono de Au sobre la superficie de vidrio
de aproximadamente 200 nm. El tiempo de deposicion fue préximo a 30 s.

La Figura 3.14 muestra la topografia y las dimensiones promedio caracteristicas
del sustrato de Au-MSh obtenido.
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Figura 3.14. Caracterizacién topogréfica de la superficie de Au-MSh: Imagen AFM topografica vista desde arriba
(top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie de
Au-MSh (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo derecha).

3.4. Superficies nanoestructuradas de Auy Cu

3.4.1. Caracterizacion de superficies de Au-NSa.

Este tipo de sustratos de Au disponibles en el mercado (Arrandee®, Alemania),
presenta una superficie con granos de tamafios entre 50 y 100 nm sin ningun tipo de
orientacion especifica. Los mismos consisten en una capa de Au de 200 nm depositada
sobre un sustrato de vidrio que fue previamente cubierto por una fina capa de Cr. El Cr se
utiliza como fijador de la capa de Au.

La caracterizacién de la superficie de Au-NSa se describe en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Caracterizacién topografica de la superficie de Au-NSa: Imagen AFM topogréfica vista desde arriba
(top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie de
Au-NSa (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo derecha).

3.4.2.

Caracterizacion de superficies de Cu-NSa.

Para el caso del Cu, se utilizd el mismo tipo de sustrato nanoestructurado que para

el Au, adquirido a la firma Arrandee®, que consiste en una capa de alrededor de 200 nm de

Cu depositada sobre vidrio cubierto por una delgada capa de Cr, que actia como

mordiente.

La superficie de Cu nanoestructurada esta formada por granos de diametros entre

50 y 100 nm sin ningun tipo de orientacion especifica.

En la Figura 3.16, se observa la topografia y las dimensiones caracteristicas de la

superficie de Cu-NSa.
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Figura 3.16. Caracterizacién topografica de la superficie de Cu-NSa: Imagen AFM topogréfica vista desde arriba
(top view) (arriba izquierda); Imagen AFM tridimensional (arriba derecha); Corte transversal de la superficie de
Au-NSa (abajo izquierda); Tabla presentando las dimensiones promedio caracteristicas (abajo derecha).
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Tabla 3.2 Técnicas y materiales utilizados en la preparacion de los sustratos.

¢ ¢ 9 ¢4 & & & &

Técnica: Moldeo y replicacién asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Solucion
etandlica 7mM de dodecanotiol (2 h) + enjuague con
etanol (30 min)

Técnica de deposicion: Evaporaciéon metdlica en vacio

0,32 g de Au en camara evaporadora
Edwards
Presion dentro de la cdmara: 10-6 torr
Tiempo de evaporacion: 30 s
Electrodeposicion de Cu para estabilidad
mecanica

Técnica: Deposicidon por métodos fisicos asistido por
mascaras.
Mascara: grillas hexagonales de niquel
Técnica de deposicion: Evaporacion metalica en vacio

0,32 g de Au en camara evaporadora
Edwards
Presion dentro de la cdmara: 10-6 torr
Tiempo de evaporacion: 30 s

Técnica: Moldeo y replicacion asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Solucién 7mM
de dodecanotiol en tolueno (2 h) + enjuague con
tolueno (30 min)

Técnica de deposicion: Electrodeposicion

Barfio electrolitico: 0,6 M de CuS04.5H20 +
0,5 M Hz2S0O4 + 0,025 mM de tiourea
Densidad de corriente: 20 mA.cm-2 (298
K)

Espesor de capa depositada =~ 10 pm

Técnica: Moldeo y replicacion asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Solucion
etandlica 7mM de dodecanotiol (2 h) + enjuague con
etanol (30 min)

Técnica de deposicion: Deposicién Manual

Molde: Superficie MS1 de Au
Gota de PBCA sobre el molde
funcionalizado
Curado durante 24 h

Técnica: Moldeo y replicacion asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Soluciéon
etandlica 7mM de dodecanotiol (2 h) + enjuague con
etanol (30 min)

Técnica de deposicion: Deposicién Manual

Molde: Superficie NSa de Au
Gota de PBCA sobre el molde
funcionalizado
Curado durante 24 h

Producto comercial
Arrandee ©

Técnica: Moldeo y replicacion asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Solucién
etandlica 7mM de dodecanotiol (2 h) + enjuague con
etanol (30 min)

Técnica de deposicidn: Evaporacion metalica en vacio

0,32 g de Au en camara evaporadora
Edwards
Presion dentro de la cdmara: 10-6 torr
Tiempo de evaporacién: 30 s
Electrodeposicién de Cu para estabilidad
mecanica

Producto comercial
Arrandee ©

Técnica: Moldeo y replicacién asistida por monocapas
autoensambladas.

Condiciones para el autoensamblado: Solucion
etanodlica 7mM de dodecanotiol (2 h) + enjuague con
etanol (30 min)

Técnica de deposicion: Deposiciéon Manual

Molde: Superficie Nanoestructurada de Au,
arreglo hexagonal de nanopuntos
(densidad 10" cm-2)

Gota de PBCA sobre el molde
funcionalizado
Curado durante 24 h
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Capitulo 4

Evaluacion de propiedades

fisicoquimicas de sustratos

4.1. Introduccidon

En el presente Capitulo se evaluaran las propiedades fisicoquimicas de los
sustratos que podrian ejercer alguna influencia sobre los procesos de adhesion bacteriana.
En particular se estudiaran las propiedades de mojado y carga superficial. También se
analizara el comportamiento electroquimico de los metales en soluciones de interés

bioldgico que contienen sustancias organicas.
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4.2. Propiedades de mojado. Angulos de contacto

Las mediciones de angulos de contacto es un método fiable para caracterizar la
interaccion entre un liquido y una superficie. Cuando la gota de agua no penetra en el
sustrato, la interaccion puede ser caracterizada por un angulo de contacto si la superficie es
suave y homogénea. Cuando el liquido penetra o se expande en el sustrato la interaccion
puede ser caracterizada por el &ngulo de contacto dindmico como funcion del tiempo.

El angulo de contacto es una funcion de la tension superficial del liquido y de la
energia libre superficial del sustrato. Puede evaluarse mediante una gota de un liquido puro
dispuesta sobre un solido. El &ngulo formado entre la interfaz solido/liquido y la interfaz
liquido/vapor, cuyo vertice esta donde las tres interfaces se encuentran, constituye el
angulo de contacto (Figura 4.1).

La ecuacién de Young que se muestra a continuacién describe las interacciones
entre las fuerzas de adhesion y cohesion y a partir de esta ecuacion puede determinarse la
energia superficial por unidad de area.

.ysv — ysl + )/WCOSQ

Vapor

0 es el angulo de contacto

Y corresponde a la tension superficial de la interfase solido/liquido
Y.« corresponde a la tension superficial de la interfase solido/vapor

Y,w corresponde a la tension superficial de la interfase liquido/vapor

Figura 4.1. Esquema representando el dngulo formado entre la interfaz sélido/liquido y la interfaz liquido/vapor
y el vértice en el que las tres interfaces se encuentran constituye el angulo de contacto

Una superficie en la cual la gota forma un angulo de contacto mayor que 90°, es
una superficie hidrofobica. Esta condicion implica que la mojabilidad, adhesividad y la
energia superficial del sélido son bajas. En cambio, si la superficie es hidrofilica, se
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observara un angulo de contacto menor a 90° y tanto la mojabilidad, adhesividad como la

energia superficial del sélido serén altas (Figura 4.2).

Superficie hidrofébica Superficie hidrofilica

Alto Angulo de contacto Bajo
Pobre Adhesividad Buena
Pobre Mojado Bueno

Energia libre superficial

Baja Alta

del sélido

Figura 4.2. Esquema representando los dngulos de contacto de una superficie hidrofébica e hidrofilica y las
distintas propiedades de los mismos.

4.2.1. Evaluacion de angulos de contacto de sustratos

El método empleado para determinar el angulo de contacto se basa en el método
de la gota yacente que surge a partir del método de mojabilidad. El angulo de contacto 6
puede medirse con un instrumento llamado goniémetro, que realiza mediciones estaticas y
dindmicas de los angulos de contacto. En nuestro caso, se empled la medicion estatica
debido a que los sustratos utilizados son superficies planas, rigidas, quimicamente
homogéneas y ademas el liquido no penetra en los sustratos. Se deposita una gota de agua
y se mide el angulo de contacto haciendo una captura digital de la imagen y utilizando
programas informaticos especificos.

Para determinar los componentes de tension superficial de las superficies, se
necesitan realizar medidas de angulos de contacto utilizando liquidos con propiedades de
tension superficial conocidas. Los liquidos mas frecuentemente utilizados son el agua
(y=72,75 mN/m donde vy es la tension superficial a 20°C) y formamida (y=58,20 mN/m)
como solventes polares y diiodometano (y=50,80 mN/m) como solvente no polar (1-2). El

agua fue seleccionada como el liquido mas adecuado para los ensayos debido a que el
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mismo puede utilizarse tanto para superficies abidticas (metales, polimeros, etc) como para
la determinacion de la hidrofobicidad de la superficie del microorganismo (3), tal cual se
describe en el Capitulo 5.

La determinacion de los angulos de contacto correspondientes a los diferentes
sustratos utilizados en este trabajo, se realiz6 mediante el empleo de un goniémetro Ramé
Hart 200 (Figura 4.3).

Figura 4.3. Equipo Ramé-Hart utilizado para la medida de los dngulos de contacto.

Cada dato de angulo de contacto determinado es el resultado del promedio de 10
medidas de dngulos de contacto estaticos medidos tanto en la zona derecha como izquierda
de la gota formada sobre la superficie en estudio. Estas imagenes fueron analizadas con un
software especifico, DROP Image Advanced 2.2v. El tipo de imagen y los datos que se

obtienen se muestran en la Figura 4.4.
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frchivo  Edicion  Formato  Ver Ayuda

No. Time Theta(L) Theta(R) Mean Dev. Height width Area volume
1 0.000 110.79 112.88 111.83 1.05 1.854 2.696 16.81 8.86
2 4.942 110.63 112.81 111.72 1.09 1.852 2.697 16.79 8.85
3 9.961 110.62 112.76 111.69 1.07 1.850 2.697 16.77 8.83
4 14.94 110.53 112.73 111.63 1.10 1.848 2.697 16.75 8.82
5 19.96 110.46 112.58 111.52 1.06 1.846 2.697 16.72 8.80
6 24.94 110.35 112.51 111.43 1.08 1.844 2.697 16.70 8.7
7 29.94 110.35 112.41 111.38 1.03 1.842 2.697 16.66 8.7
8 34.94 110.14 112.38 111.26 1.12 1.840 2.696 16.63 8.7
9 39.96 110.11 112.34 111.23 1.11 1.838 2.697 16.61 8.72

10 44.95 110.10 112.18 111.14 1.04 1.836 2.696 16.59 8.70

11 49.94 109.90 112.22 111.06 1.16 1.834 2.696 16.57 8.69

12 54.94 109.87 112.23 111.05 1.18 1.833 2.697 16.55 8.67

Figura 4.4. Imagen de la gota de agua bidestilada sobre una superficie obtenida con la cdmara del goniémetro
Ramé-Hart y las medidas obtenidas utilizando el software DROP Imagen Advanced 2.2v.

Los angulos de contacto fueron determinados a temperatura ambiente, colocando
una gota de agua bidestilada sobre la superficie del sustrato correspondiente y los

resultados obtenidos fueron los que se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Angulos de contacto de los diferentes sustratos

NSa 51,7 £0,3
MS1 97,5 = 0,1
NSnb 95,6 =0,3
NSa 98,6 + 0,1
MS1 90,1 £0,1

s |

NSa 78,1 £0,1
MS1 83,7 = 0,1
MSg 82,8 =0,2

Como puede observarse los mayores valores corresponden a la superficie Cu-NSa y los
menores a la superficie Au-NSa. Es interesante notar que esta Ultima difiere
significativamente de los valores correspondientes a la superficie Au-MS1 y Au-NSnb.

Estas diferencias no se observaron en los sustratos de Cu y PBCA.
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4.3. Determinacion de la carga superficial de los sustratos

metalicos.

Para la evaluacion de la carga superficial de los sustratos metalicos se determino
el potencial a circuito abierto y se obtuvo de la literatura el potencial de carga cero (pcz)
(4-5) y el punto isoeléctrico (PI) en el caso del Cu (6).

El potencial a circuito abierto (también conocido como potencial de reposo o
potencial de corrosion) es el potencial del electrodo de trabajo relativo al electrodo de
referencia utilizado, cuando no se aplica voltaje ni corriente a la celda.

El potencial fue medido contra un electrodo de calomel saturado (SCE) y
mediante el empleo de un potenciostato PAR 632 EG&G Instruments. El contralectrodo
utilizado fue una chapa de Pt.

Para las medidas de potencial a circuito abierto, se emplearon los sustratos de Au-
NSa y Cu-NSa como electrodos de trabajo y un cultivo de P. fluorescens en medio
nutritivo como solucion electrolitica. Los graficos registrados para la determinacién de los

potenciales a circuito abierto de Au y Cu se muestran en la Figura 4.5.

400 10
350 : Potencial a circuito : Potencial a circuito
H . H 04 H .
: abierto de Au : : abierto de Cu
> 300 >
E E ol
2z O
© 250 | ©
©° o
> > .20 4
200
a0 4
150
100 T T T T T T T -40 T T T T T T T
) 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min}) | Tiempo (min)

Figura 4.5. Potenciales de circuito abierto de un electrodo de Au y Cu con un cultivo de P. fluorescens en medio
nutritivo como solucién electrolitica.

El analisis de los graficos anteriores muestran que los valores de potencial a
circuito abierto para el Au y Cu después de 2 h de inmersion en un cultivo de P.

fluorescens en medio nutritivo fueron los indicados en la Tabla 4.2:
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Tabla 4.2. Potenciales a circuito abierto y potenciales de carga cero de Auy Cu vs SCE.

Potencial a circuito abierto vs SCE  Potencial de carga cero vs SCE

Au 153 mV -600 mV (a)

Cu -28 mV -310 mV (b)

(a) De lareferencia (4); (b) De la referencia (%)

Para el caso del Au, el potencial a circuito abierto (153 mV) tiene un valor mas
positivo que el pcz (-600 mV) (4), entonces, se puede concluir que la superficie de Au
presenta una carga superficial positiva.

El potencial a circuito abierto del electrodo de Cu (-28 mV) también es mas
positivo que el pcz (-310 mV) (5). Sin embargo, los datos electroquimicos indican que las
superficies de Cu se cubren progresivamente de Cu,O en medio neutro (6), por lo tanto el
Pl es una variable mas adecuada para la determinacion de la carga superficial del sustrato
de Cu. Cabe recordar que el Pl es el pH al que una molécula o superficie tiene carga cero.
Debe tenerse en cuenta que el valor del Pl varia con la adsorcién de moléculas a la
superficie (7). Como el PI del Cu es aproximadamente 9,5 a 25 °C en medio acuoso, la
carga superficial del Cu también es positiva debido a que el pH del medio de cultivo es
7,6.

La carga superficial del PBCA es levemente negativa (8) segin datos obtenidos de

bibliografia.

4.4. Adsorcion de compuestos organicos sobre la superficie

de sustratos metalicos.

Para evaluar la posible adsorcion de compuestos organicos sobre la superficie de
sustratos metalicos se realizaron medidas de capacidad de la doble capa en el caso de
sustratos de Au. En el caso de sustratos de Cu, se emplearon medidas de angulo de
contacto, debido a que la electroquimica de superficies de Cu oxidadas en medios que
contienen cloruros es muy compleja.

Cuando dos fases de distinta composicion quimica se ponen en contacto, entre

ellas se establece una diferencia de potencial que va acompafiada por una separacién de
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cargas: un lado de la interfaz se carga positivamente y el otro negativamente y se establece
una doble capa eléctrica. En particular, cuando la interfaz consiste en un metal y un
electrolito, la doble capa actia como un capacitor que es cargado cuando la interfaz se
polariza. Uno de los métodos mas aceptados para estudiar especies adsorbidas es el analisis
de la respuesta electroquimica del metal mediante voltamperometria ciclica en la ventana
de potencial correspondiente a la doble capa. La formacién de una capa de especies
adsorbidas disminuye la capacidad de la doble capa, comparada con la del electrodo
desnudo (9).

La voltamperometria ciclica es un tipo de medida electroquimica en donde se usa
una sefial de potencial que varia con el tiempo segn una funcion lineal (10). Permite el
estudio de las propiedades redox de compuestos quimicos y de estructuras interfaciales. Es
una herramienta util para el estudio de la doble capa eléctrica. En la voltamperometria
ciclica, el potencial aplicado varia con el tiempo segun una velocidad (AE/At) determinada.
Para las medidas que se llevaron a cabo en este trabajo se utilizaron variaciones lineales de
potencial hasta un cierto limite anddico y luego un barrido inverso hasta el potencial inicial
(Figura 4.6), es decir, curvas de barrido triangulares. Durante el barrido de potencial, el
potenciostato mide la corriente resultante debida al potencial aplicado. Si se grafica la
corriente vs. el potencial aplicado, se obtiene un voltamperograma como el que se observa
en la Figura 4.6b, que es una funcion de un gran ndmero de parametros fisicoquimicos.
Estas curvas brindan informacién acerca de la naturaleza de la solucién y de los electrodos

y acerca de las reacciones que ocurren en la interfaz.

a) b)

E(+) —

E (+) —=

1
0 tiempo de cambio, A
[ R—=0+¢

Figura 4.6. (a) Rampa triangular de voltaje aplicada durante la realizaciéon de un voltamperograma. (b) Ejemplo
de un voltamperograma obtenido con la aplicaciéon de una rampa triangular de voltaje.

La celda electroquimica empleada posee tres electrodos: electrodo de trabajo

(ET), contraelectrodo (CE) y electrodo de referencia (ER). En este arreglo la corriente
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circula entre el ET y CE, y la diferencia de potencial se mide entre el ET y ER. EI CT, en
este caso de Pt, debe ser inerte. Como electrodos de trabajo se utilizaron sustratos de Au-
NSa. Se ha utilizado un electrodo de calomel saturado (SCE) como electrodo de referencia.
La solucidn electrolitica es una solucién 0,5% p/v de NaCl.

Los sustratos de Au fueron sumergidos previamente, tanto en caldo nutritivo
como en una solucién de albimina durante distintos tiempos y luego fueron utilizados
como electrodos de trabajo en la celda electroquimica. La concentracion de albumina
(Sigma 99.9%) utilizada para simular la concentracion de la misma en sangre fue de 34 g/I.
El solvente empleado para la disolucion fue una solucion tampon de fosfatos (PBS), 5mM
KoHPO4/KH,PO,, de pH 7,2.

Los voltamperogramas se obtuvieron a una velocidad de barrido de potencial de
100 mV/s.

El voltamperograma de color rojo de la Figura 4.7 corresponde al sustrato de Au-
NSa que fue sumergido en una disolucion de caldo nutritivo durante 2 h, la misma solucion
que fue utilizada para el crecimiento de las bacterias y los ensayos de adhesion. El grafico
de color azul en la Figura 4.7, corresponde al electrodo de Au-NSa inmerso en una
solucién de albumina durante 2 h. El voltamperograma de color negro de esta Figura
corresponde al sustrato de Au-NSa limpio, sin tratamiento previo de inmersion en

soluciones de compuestos organicos (blanco).

0.020 +
Au-Nsa (blanco)
Au-Nsa (2h medio de cultivo)

0.015 4 Au-Nsa (2h albumina)

0.010 S

0.005 —

j (mA/cm?)

0.000

-0.005 +

-0.010 4

-0.015

T L T . T J T g T J T g 1
-600 -400 -200 0 200 400 600
E vs. SCE (mV)
Figura 4.7. Voltamperogramas de electrodos de Au-NSa. El voltamperograma de color negro corresponde al
electrodo limpio (blanco); el rojo corresponde al electrodo luego de 2 h de exposicion en medio nutritivo y el
azul corresponde al electrodo sumergido durante 2 h en la solucién de albimina.
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Para confirmar la presencia de moléculas orgénicas adsorbidas, se calcula la
capacidad de la doble capa a partir de los voltamperogramas ciclicos. La capacidad de la
doble capa Cq (UF cm™), se obtuvo dividiendo la densidad de corriente total, jir (A.cm™),
es decir el promedio de las densidades de las corrientes catddicas y anddicas
((ansdicatcatsdica)/2) por la velocidad de barrido, v [V/s]. Las densidades de corriente (j),
para dicho célculo fueron tomadas a -200 mV. EI método empleado para el calculo de las
capacidades de la doble capa resulta Util para comparar cualitativamente la adsorcion de
moléculas organicas sobre los sustratos. Sin embargo, para la correcta determinacion de los
valores de capacidad de la doble capa se deberia utilizar otro tipo de técnica, como por
ejemplo la espectroscopia de impedancia electroquimica.

En el grafico de la Figura 4.8 se muestra como la capacidad disminuye
significativamente luego de la inmersion del electrodo de Au-NSa en el medio de cultivo
(circulos rojos). Los compuestos organicos presentes en el medio de cultivo bloguean
rdpidamente la superficie de Au y obstaculizan la transferencia de electrones.

60 +
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= ¢ >
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= 40
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Figura 4.8. Grafico de Capacidad (C) vs. tiempo de inmersidon del sustrato de Au en caldo nutritivo (®) y en

solucion de albumina (@)

En el grafico también pueden observarse las capacidades de la doble capa del
electrodo de Au-NSa (circulos azules) para los distintos tiempos de inmersion en la
solucion de albdmina (34 g/l). La representacion grafica muestra el mismo
comportamiento, con una evidente disminucién de la capacidad de la doble capa eléctrica
con el tiempo en coincidencia con trabajos previos (9, 11). Sin embargo, el proceso de

adsorcion de proteinas es mas rapido que para el caso del caldo nutritivo.
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Capitulo 5

Caracterizacion Microbiologica.

5.1 Microorganismo y medios de cultivo utilizados.

5.1.1. Cepa Bacteriana.

Entre las bacterias capaces de formar biofilms se encuentran tanto las Gram
positivas como Gram negativas, patogenas y no patogenas. Entre las bacterias Gram
negativas los biofilms de Pseudomonas tienen especial importancia ya que por su

ubicuidad impactan en la medicina, industria y medio ambiente.
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Las Pseudomonas son microorganismos maviles, debido a la presencia de uno o
maés flagelos polares (1). Estos microorganismos presentan ademas, un interés particular
debido a que son tomados como modelo en estudios de desplazamiento colectivo conocido
como swarming (2-13), tal como se detallard en los Capitulos 7 y 8. Algunas especies
sintetizan una capa de exopolisacaridos que facilita la adhesion celular, la formacion de
biopeliculas o biofilms, y protege de la fagocitosis, de los anticuerpos o complementos,
aumentando asi su patogenicidad. Se encuentran normalmente en el suelo, aunque también
pueden ser patdgenos oportunistas en animales (P. aeruginosa, P. fluorescens) y patdgenos
de plantas (P. syringae). Tienen un metabolismo aerobio, con el O, como aceptor de
electrones pero algunas cepas tienen uno anaerobio, utilizando el NO3™ como aceptor de
electrones. Algunas bacterias de este grupo producen pigmentos fluorescentes de colores
amarillo-verdosos, facilmente solubles en agua (14). Estos pigmentos actlan como
sideroforos: moléculas cuya funcién es capturar el hierro del medio necesario para el
metabolismo del microorganismo. Presentan una amplia versatilidad metabolica que se
traduce en su capacidad para utilizar sustratos muy variados como fuente de carbono.
Dicha versatilidad se debe a la presencia de un gran nimero de plasmidos que contienen
operones inducibles para la sintesis de enzimas especificas las cuales permiten catabolizar
los compuestos presentes en el medio. Debido a ello, las Pseudomonas son capaces de
colonizar un amplio rango de nichos (15). En concordancia con otros biofilms bacterianos,
las biopeliculas de Pseudomonas son mé&s resistentes a los antibiGticos que las
correspondientes células planctonicas (16).

Para el presente trabajo de Tesis, se eligio una cepa de P. fluorescens que fue
cedida gentilmente por la Dra Christine Gaylarde del Departamento de Biologia y Quimica
de la UNIJUI en Brasil y fue identificada por pruebas estandares bacteriol6gicas utilizando
medios selectivos y tests bioquimicos.

Las bacterias P. fluorescens son organismos aerobios quimioorganotréficos, es
decir, que su metabolismo se basa en reacciones de 6xido-reduccion para obtener energia,
utilizando sustancias oxidables a pH neutro o béasico. Su didmetro varia entre 0,5 y 0,8 pum.
Se reproducen a temperaturas mesoéfilas (entre 25 y 30°C) y como todo el género de
Pseudomonas presentan una gran capacidad para utilizar diversidad de nutrientes, lo que
explica su ubicuidad. Su versatilidad nutricional ligada a su dotacion enzimatica, hace de

estas bacterias un grupo importante ecolégicamente, dado que son probablemente
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responsables de la degradacion aerdbica de muchos compuestos en los diferentes
ecosistemas.

P. fluorescens ha sido frecuentemente identificada como microorganismo
contaminante de la piel humana y como agente causante de bacteremia (presencia de
bacterias en sangre) e infecciones en pacientes hospitalizados (17-19). Esta especie de
Pseudomonas también ha sido aislada de pacientes que presentaban infecciones
complicadas del tracto urinario (11, 20). Asimismo cabe mencionar su presencia en
biofilms desarrollados en diversos sistemas industriales, como asi también su potencial
riesgo para causar serios problemas en términos del proceso y la seguridad del producto
final en la industria alimenticia. En los procesos industriales de alimentos perecederos
diarios, P. fluorescens es uno de los microorganismos psicotréficos mas comunmente
aislados y ademas domina la microflora de la leche cruda o pasteurizada en el momento de
su deterioro (21-22). Esta capacidad para el deterioro de este tipo de productos se debe a la
produccién de lipasas, proteasas y lecitinasas extracelulares altamente estables en
ambientes de altas temperaturas y que, por ende, persisten durante las etapas térmicas
Ilevadas a cabo durante el procesamiento de los productos (23-24). Recientemente, algunos
estudios han demostrado que algunas cepas de Pseudomonas, entre ellas P. fluorescens,
pueden incrementar la colonizacion de superficies por parte del microorganismo patégeno
Listeria monocytogenes (25) y/o proteger a esta bacteria de la accion de los desinfectantes.
En base a lo reportado previamente, se considerd de gran interés utilizar a P. fluorescens

en los ensayos realizados para el presente Trabajo de Tesis.

5.1.1.1. Técnicas de conservacion de la cepa bacteriana.

Debe tenerse en cuenta que es de suma importancia la conservacion de la cepa de
trabajo para mantener los cultivos viables a lo largo del tiempo, puros, sin contaminaciones
y sin cambios en sus caracteristicas, 0 sea, estables. La técnica de conservacion utilizada
durante los periodos de trabajo fue el subcultivo seriado. Esta técnica consiste en resembrar
el microorganismo cada cierto tiempo en un medio adecuado. Para el caso de P.
fluorescens, se realizé un cultivo sobre agar Cetrimide (DIFCO) inclinado y se mantuvo a
28°C para posibilitar el crecimiento 6ptimo del microorganismo. Posteriormente se
transfirid a un compartimiento refrigerado a 4°C para lentificar el metabolismo de la

bacteria. Cada 20 dias se resembro el microorganismo en agar Cetrimide inclinado ya que

101



Capitulo 5 - Caracterizacion Microbioldgica

en medio solido se detectan mejor los contaminantes que en medio liquido y al hacerlo

inclinado se evita la desecacion rapida del medio.

5.1.2 Medios de Cultivo.

Los medios de cultivo utilizados durante la totalidad de los ensayos realizados en

el presente trabajo de Tesis fueron:
o Liquido: Caldo nutritivo (MERCK)

o Sélido: Agar Cetrimide (DIFCO)

La composicion del caldo nutritivo se indica en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Composicién del Caldo Nutritivo

Peptona de carne 5

Extracto de carne 3

El pH del este medio de cultivo es 7,0 + 0,2. El Caldo Nutritivo se utiliz6 como
medio de cultivo no selectivo para llevar a cabo todos los ensayos en medios liquidos.

La composicion del Agar Cetrimide se indica en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Composicion de Agar Cetrimide

Digestivo pancreatico de gelatina 20
Cloruro de magnesio 1,4

Sulfato de potasio 10

Cetrimide (Bromuro de tetradeciltrimetil amonio) 0,3
Agar 13,6

El Agar Cetrimide se utiliz6 como medio solido para mantener a la cepa de P.
fluorescens debido a que es un medio selectivo para el género Pseudomonas. La cetrimida
(bromuro de cetiltrimetilamonio) inhibe el crecimiento de otras bacterias debido a su
accion como un compuesto cuaternario de amonio. Dicho medio promueve la produccion
de piocianina y fluoresceina que se observan con luz ultravioleta en los cultivos de P.

aeruginosa y P. fluorescens.
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5.2 Cultivo de P. fluorescens en medio liquido: Curva de

calibracion.

Para realizar ensayos microbioldgicos bajo condiciones equivalentes es necesario
trabajar con la misma cantidad de biomasa en una fase de crecimiento similar. Una de las
formas de medir la biomasa y determinar las fases de crecimiento de la misma es
utilizando un método que relacione dicha biomasa con una magnitud fisica tal como la
absorbancia de luz. Para estas determinaciones se utiliza un espectrofotémetro, en el cual
la luz atraviesa un tubo conteniendo el cultivo bacteriano. EI cambio entre la intensidad de
luz que incide en el cultivo (l,) y la transmitida (I) se registra en el espectrofotdémetro como
absorbancia (A) o densidad optica (D.O.), valor derivado del log del cociente entre lo y la
de la luz transmitida por la suspensién, A = log l/I. A medida que la concentracion celular
aumenta, el cultivo se hace mas turbio y se reduce la cantidad de luz transmitida que
alcanza la célula fotoeléctrica (dicha intensidad se detecta como corriente en un
galvanometro). Esta reduccion de la intensidad de luz transmitida es consecuencia de la
difraccion de la luz por parte de las células. Sin embargo, la absorbancia no es una medida
directa del numero de células, por lo cual es necesario realizar una curva de calibracion
para obtener la correspondencia entre las medidas de la biomasa en el cultivo y las de
Absorbancia (medidas a 600 nm de longitud de onda).

El conteo en placa o de colonias es un método de medicion de biomasa que
permite el recuento de células viables y consiste en determinar el nimero de células
capaces de reproducirse y generar colonias sobre un medio sélido (cada célula viable da
origen a una colonia). Por lo tanto este método no es capaz de cuantificar células vivas
pero incapaces de reproducirse.

Para realizar el conteo en placa, la muestra original se diluyd varias veces para
disminuir suficientemente la poblacién celular. Posteriormente, 100 ul de cada dilucion se
derramaron y extendieron sobre placas de petri con agar nutritivo. Se dejaron incubar a
28°C en forma invertida. Luego del periodo de crecimiento, se examinaron las placas y se
contaron aquéllas que tienen entre 30 y 300 colonias por placa para realizar un adecuado
andlisis estadistico.

La Figura 3.1 muestra la curva de calibracion realizada que relaciona la
absorbancia con las unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml). La medicion de

absorbancia es un método sencillo y mas rapido que el conteo en placa pero es menos
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sensible y esta limitado a cultivos celulares con concentraciones de 107 células/ml o
mayores. Con el objetivo de la determinacion de una curva de calibracion representativa
del sistema en estudio, los ensayos se realizaron por duplicado y cada ensayo fue repetido

tres veces en forma independiente

12

0 Coeficiente deregresion (R)
R=0.9944

0.8 1

0.6 -

0.4 1

Absorbancia (Abs)

0.2 4

0.0 -
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0 2e+8 4e+8 Be+8 8e+8 1e+9

UFC/ml

Figura 3.1. Curva de calibracién Absorbancia vs UFC/ml para cultivos de 2. fluorescens.

La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Yaps = 1,218 X 10, Kupeym + 0,094

abs/ufcxml™

Utilizando esta ecuacion puede determinarse, mediante medidas de absorbancia, el
namero de unidades formadoras de colonias. Asi por ejemplo, para un cultivo con una

absorbancia de 0,5 le corresponderia 3 x 10® UFC/ml.

5.3 Cultivo de P. fluorescens en medio liquido: Curva de

crecimiento.

Para la realizacion de la curva de crecimiento de P. fluorescens se empleé un
frasco erlenmeyer conteniendo 200 ml de caldo nutritivo estéril que se inoculo con una
suspension bacteriana en fase exponencial de crecimiento con una concentracion suficiente

para que la densidad 6ptica inicial a 600 nm corresponda a 0,10 (4,9 x 10° UFC/ml).
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Posteriormente, los frascos se sometieron a agitacion durante 3 h (agitacion a 120 ciclos
por min) a una temperatura de 28°C. Seguidamente, se analizé la evolucion del
crecimiento bacteriano tomando muestras de 2,5 ml de la suspensién de P. fluorescens a
distintos tiempos y midiendo su densidad dptica con un Espectrofotometro SHIMADZU
UV-1800. Al finalizar la experiencia cinética, el cultivo de P. fluorescens fue inoculado
sobre un medio sélido para asegurar la ausencia de contaminacion. La curva de
crecimiento obtenida es la que se muestra en la Figura 3.2 en escalas lineal y logaritmica.
Los ensayos para la determinacion de las curvas de crecimiento se realizaron por duplicado
y tres veces en forma independiente. Con dichos datos se obtuvieron las desviaciones

estandar para cada uno de los puntos de la curva de crecimiento.
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Figura 3.2. Curva de crecimiento en medio liquido de P. fluorescens. La curva superior muestra la relacién entre
la densidad 6ptica (DO) y el tiempo y la inferior log DO vs. tiempo.
A partir de esta curva de ordenadas logaritmicas pudo deducirse que la fase de
latencia es de aproximadamente 1 h y que la fase exponencial tiene una duracién cercana a
8 h. Luego de este tiempo, el cultivo entra en un estado estacionario (nimero de

microorganismos aproximadamente constante).
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5.4 Crecimiento de biopeliculas sobre superficies.

5.4.1. Curva de crecimiento del biofilm.

Ademas de la curva de crecimiento de P. fluorescens en medio liquido, es
necesario conocer la curva del crecimiento del microorganismo adherido a la superficie
modelo en estudio. En este caso, el sustrato elegido es una superficie de Au (Au-NSa, que
se describe detalladamente en el Capitulo 3). Se utilizé un cultivo de P. fluorescens tal cual
se describio anteriormente para la curva de crecimiento en medio liquido. Posteriormente,
sobre cada sustrato de Au, se colocaron microgotas de 25 pl y se dejaron durante 30 min
para que se adhieran las primeras bacterias. Los sustratos se enjuagaron con agua
bidestilada estéril para retirar los microorganismos débilmente adheridos y luego, se
mantuvieron inmersos en caldo nutritivo estéril para que las células adheridas crezcan
sobre la superficie durante distintos tiempos para obtener una curva de crecimiento sobre el
sustrato. La misma metodologia fue utilizada para el estudio de la formacién de biofilms
sobre los distintos sustratos estudiados.

Para determinar la cantidad de microorganismos sobre la superficie se utilizd una
mezcla de colorantes (kit Live/Dead Baclight ®) que permite identificar las células vivas
adheridas sobre la superficie (se describe el mecanismo de accién del colorante en el
Capitulo 2). La técnica de epifluorescencia permitié la determinacién del area del sustrato
cubierta por los microorganismos. Cada ensayo fue realizado por duplicado y se repiti6 en
forma independiente tres veces.

En la Figura 3.3, se observa la curva de crecimiento sobre la superficie de Au-NSa
de P. fluorescens. Se observa que durante las primeras 12 h el area cubierta por el biofilm

crece y llega a un méximo para luego disminuir.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de P. fluorescens adheridas sobre una superficie de Au. El crecimiento se mide

como porcentaje de area cubierta por el biofilm.

5.4.1. Formacion de biofilms sobre distintos sustratos.

Para el estudio de la adhesién, comportamiento y distribucion de las bacterias P.
fluorescens sobre los distintos sustratos, se realizaron ensayos a partir de un inoculo
preparado a partir de un pico de flauta de P. fluorescens en agar cetrimide resuspendido en
2 ml de caldo nutritivo estéril. Luego, este indculo fue vertido en un erlenmeyer con 300
ml de caldo nutritivo estéril y se mantuvo en agitacion durante 3 h a 28 °C. Luego de 24 h,
los sustratos en estudio se colocaron dentro del cultivo bacteriano durante diferentes
tiempos, para que los microorganismos se adhieran a la superficie de los mismos y se inicie
el proceso de desarrollo del biofilm. Posteriormente al periodo de inmersion, las muestras
fueron retiradas, se realizaron varios enjuagues con agua bidestilada estéril para retirar
aquellos microorganismos débilmente adheridos y por Gltimo fueron secados al aire (70%

de humedad relativa).

5.6 Estudio de Ilos factores que influyen sobre Ia

adherencia bacteriana a superficies.

De acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1, el proceso de adhesion es sumamente
complejo y esta afectado por diversos factores entre ellos: (1) caracteristicas del

microorganismo, (2) naturaleza quimica y fisica de la superficie en estudio, (3)
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caracteristicas del ambiente en el que crecen las células (propiedades fisicoquimicas del
medio, la presencia de carbohidratos, proteinas o sustancias bactericidas, etc.). Por lo tanto,
es de sumo interés, tanto desde el punto de vista fundamental como aplicado, estudiar
detalladamente como influirian factores como la hidrofilicidad de la membrana sobre las

primeras etapas de formacion del biofilm. (26).

5.6 Determinacion de la hidrofobicidad de la membrana

celular.

Las investigaciones que se han realizado sobre los mecanismos fundamentales que
rigen el proceso de adhesion bacteriana han demostrado que tanto las interacciones
electrostaticas, las interacciones de van der Waals como la interacciones &cido-base de
Lewis, que impactan sobre la hidrofobicidad, estan involucradas en el proceso de adhesion.

La hidrofobicidad bacteriana puede determinarse por varios métodos: (1) método
del angulo de contacto (27-28); (2) evaluacion de la habilidad de la bacteria para adherirse
a hexadecano, hidrocarburos o poliestireno (29-33); (3) particion del microorganismo en
un sistema de dos fases acuosas (34-36); (4) el test del agregado de sal (29, 37-38); (5)
cromatografia de interaccion hidrofobica (29, 38-39); (6) test de aglutinacion de particulas
de latex (29, 40); o (7) la direccion de desplazamiento (41).

En el presente trabajo la afinidad de la membrana bacteriana por solventes y la
capacidad donora y aceptora de electrones (propiedades acido-base de Lewis) de la
superficie celular de P. fluorescens se determinaron a través de medidas indirectas
utilizando dos técnicas: (1) Adhesion Microbiana a Solventes (Microbial Adhesion To

Solvents, MATS) y la medida de angulo de contacto (Contact Angle Meter testing, CAM).

5.6.1. Método de Adhesion Microbiana a Solventes (MATS).

El método MATS se basa en la comparacion entre la afinidad celular por un
solvente monopolar y un solvente apolar (42). El solvente monopolar puede ser de
naturaleza acida (aceptor de electrones) o basica (donor de electrones), pero ambos
solventes deben tener componentes de tension superficial Lifshitz van der Waals similares.
Teniendo en cuenta estos requisitos, los solventes elegidos fueron: cloroformo, un solvente

acido (aceptor de electrones) y hexadecano, un solvente apolar.

108



Capitulo 5 - Caracterizacion Microbioldgica

Se prepararon suspensiones bacterianas de densidad optica (Ao) entre 0,8 y 0,9 en
una solucién tampon conocida como PUM buffer, que estd compuesta por 19.7 g K;HPO,,
7.26 g KH,POy4, 1.8 g H,NCONHS,, 0.2 g MgS0O,4.7H,0 y agua bidestilada hasta llegar a un
volumen de 1000 ml. Esta solucion amortiguadora de alta fuerza ionica (aproximadamente
150 mM), promueve la adhesion bacteriana y minimiza los efectos electrostaticos,
acentuando asi la importancia de las interacciones hidrofobicas. Posteriormente, se
mezclaron 3,5 ml de la suspension bacteriana en dicho solvente con 0,8 ml del solvente
bajo estudio y esta mezcla fue sometida a agitacion vigorosa en vortex durante 1 min. Esta
suspension se dejo reposar durante 15 min para asegurar la completa separacion de las
fases. Seguidamente, se retird cuidadosamente un volumen de 2 ml correspondiente a la
fase acuosa y se midié la densidad Optica de la misma (A) a una longitud de onda de 550
nm con un Espectrofotometro SHIMADZU UV-1800.

El porcentaje de las células adheridas al solvente bajo analisis se calculé de la
siguiente manera:

% Adherencia = (1- A/Ap) x100
donde Ao es la densidad éptica medida a 550 nm de la suspension bacteriana antes de la
mezcla con el solvente y A es la absorbancia después del mezclado.

Las medidas se realizaron por triplicado empleando tres alicuotas de una misma

suspension microbiana para cada test de MATS, realizdndose 3 ensayos independientes.

5.6.1.1. Resultados obtenidos a través de MATS.

Los resultados obtenidos a partir de medidas de MATS se muestran en la Tabla
5.3:

Tabla 5.3. Porcentaje de afinidad de P. fluorescens a distintos solventes.

P. Fluorescens 34,80 = 5,77 76,00 = 4,30

Considerando los resultados obtenidos con los diferentes solventes bajo estudio
(Cloroformo/Hexadecano), se puede asumir que la mayor afinidad de P. fluorescens por el
cloroformo, un solvente &cido, se debe a que las bacterias bajo estudio presentan
propiedades basicas o donoras de electrones. El caracter donor de electrones puede

atribuirse a la presencia de grupos basicos en la superficie celular (42-43), como por
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ejemplo, grupos carboxilicos (COO"), fosfatos (PO,?) y grupos aminos (NH,). Estos

resultados estan de acuerdo con los datos disponibles en literatura (44-45).

5.6.2. Medida del angulo de contacto (CAM).

Con el objetivo de corroborar la hidrofilicidad de P. fluorescens se utilizé el
método de la gota yacente para obtener la medida del angulo de contacto entre una capa de
bacterias y una gota de agua bidestilada. Una descripcion detallada de medidas de angulo
de contacto se realizé en el Capitulo 4.

Para obtener las medidas del angulo de contacto de P. fluorescens, se filtré una
solucion de células previamente enjuagadas con agua bidestilada estéril a través de un
filtro de acetato de celulosa, mediante presion negativa, hasta la deposicion de una capa de
bacterias sobre el filtro. Posteriormente, los filtros fueron secados al aire durante
aproximadamente 1 h. Luego, se obtuvieron los resultados de angulos de contacto
mediante la técnica de la gota yacente con agua bidestilada estéril como solvente (esquema
de la medida en Figura 5.4). Las medidas de los angulos de contacto de equilibro se
realizaron con un goniémetro Ramé-Hart Modelo 500 (Ramé-Hart Instruments Co.). Cada
valor de angulo de contacto (0) obtenido proviene del promedio de 10 medidas tanto en el

lado derecho como en el lado izquierdo de la gota de agua sobre la capa de bacterias.

Aire

Capa de
P. fluorescens

Figura 5.4. Esquema representando la medida del angulo de contacto
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5.6.2.1. Resultados obtenidos mediante medidas de CAM.

El resultado que se obtuvo para el angulo de contacto es de 32° £ 0,1, resultado
que estd de acuerdo con varios reportes anteriores (36, 45). Las P. fluorescens pueden
considerarse hidrofilicas ya que se consideran asi las que presentan angulos de contacto de
agua cercanos a 30° o menores. El caracter hidrofilico también esta confirmado por la
experiencia de MATS (Adhesion Microbiana a Solventes), en donde el méximo valor de

retencion de las bacterias en hexadecano fue, aproximadamente, 35%.

5.7 Determinacion del tamano de P. fluorescens

plancténicas mediante microscopia de fuerza atomica.

La determinacion de la longitud de las bacterias de P. fluorescens en estado
planctonico se realizé mediante el andlisis de imagenes de AFM de las correspondientes
bacterias adsorbidas sobre una superficie de vidrio.

Para evitar el mecanismo biolégico de adhesion de las bacterias viables a la
superficie del vidrio, se debe recurrir a un calentamiento durante 2 h a 70°C del cultivo
bacteriano de 24 h. Mediante este procedimiento, los microorganismos pierden viabilidad
sin cambios morfologicos de las células. De esta manera, las bacterias presentes en el
cultivo luego del calentamiento, presentan la morfologia de las células en estado
planctonico pero no son viables, con lo cual se evitaran los procesos bioldgicos activos de
adhesion a la superficie de vidrio que podrian ocasionar cambios en el tamafio de las
bacterias. Posteriormente, se colocd una gota de este cultivo sobre la superficie de vidrio
limpia para que las células se adsorban sobre el sustrato. Luego de 30 min, se limpi6 el
vidrio mediante enjuagues con agua bidestilada estéril. Después del secado del sustrato, se
utilizé el AFM para determinar la longitud de las bacterias planctonicas. Este ensayo se
realizd por triplicado y por cada muestra se analizaron las medidas longitudinales de 100
bacterias.

De esta manera, se determind que la longitud promedio de las bacterias de P.
fluorescens plancténicas es 1,86 + 0,60 um. Este valor concuerda con el reportado en
literatura (46)
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Capitulo 6

Efecto de la topografia, composicion y
caracteristicas fisicoquimicas de los
sustratos sobre la adhesion y
organizacion espacial de P.

fluorescens.

6.1. Introduccion.

Durante los Gltimos afios, se han realizado diversidad de estudios con el objetivo
de mejorar las propiedades superficiales de los biomateriales implantables para lograr
minimizar las reacciones del organismo frente al cuerpo extrafio, facilitar la adhesion

celular (osteointegracion) y simultadneamente, tratar de evitar la adhesion microbiana y
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colonizacion de la superficie del material (1). La naturaleza nos brinda modelos de
superficies que pueden prevenir la colonizacién microbiana. Asi por ejemplo los materiales
con caracteristicas topogréaficas imitando la piel de los tiburones, han demostrado una
significativa resistencia frente al ensuciamiento biologico (en inglés, biofouling) (2). La
modificacion de la topografia de la superficie (3) parece ser una estrategia adecuada para
tratar de controlar la interaccion del material con el medio bioldgico circundante.

En el caso de las células eucariotas los efectos de la topografia superficial sobre la
adhesion y proliferacion de células han sido extensamente estudiados (4-9). Se ha
observado que el comportamiento de estas células puede ser manipulado utilizando sélo
sefiales de tipo espaciales 0 mecénicas (10-12). Diversos procesos celulares (apoptosis,
proliferacion y diferenciacion) dependen del confinamiento espacial de las células (13) y
hasta la funcién de una célula madre puede estar determinada por la elasticidad del sustrato
donde se produce el crecimiento (14). Se ha constatado que las células eucariotas
responden a dichas variaciones del entorno si se cumplen ciertas relaciones con las
dimensiones efectivas del patron topografico superficial del sustrato.

De forma similar las bacterias también parecen responder a sefiales mecanicas y
quimicas provenientes del medio ambiente que las rodea. Las caracteristicas topogréficas
superficiales pueden afectar la organizacion y el comportamiento resultante de las células
sobre la superficie y por lo tanto el posterior desarrollo del biofilm. Efectivamente, el
proceso de adhesion microbiana a una superficie, una de las etapas dentro del desarrollo
del biofilm, genera una serie de sefiales quimicas entre las células bacterianas (15). Se ha
sugerido también que la rigidez de un sustrato puede afectar la densidad de la colonizacion
microbiana (16). Sin embargo, el conocimiento del efecto de las estructuras superficiales
en la modificacion de la adherencia bacteriana y el comportamiento celular posterior dista
de ser completo.

Otro factor importante que condiciona la adhesion microbiana es la composicion
quimica de los sustratos. Para estudiar el impacto de la misma sobre las etapas iniciales de
formacion del biofilm se han empleado diferentes técnicas cuyo fin es modificar
qguimicamente las superficies. Entre ellas pueden mencionarse: el uso de monocapas
autoensambladas de moléculas (SAMs) con diferentes funcionalidades quimicas (17-18) e
implantacion de grupos reactivos (grafting) (19) y de iones (20-21). Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que si bien la bacteria puede no ser capaz de adherirse

directamente a la superficie pre-tratada, la adsorcion no especifica de proteinas o
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moléculas surfactantes excretadas sobre la misma, podria eventualmente enmascarar la
funcionalidad quimica subyacente, reduciendo las propiedades antiadherentes del sustrato
pre-tratado (22-24).

Asimismo se ha reportado que los parametros fisicoquimicos superficiales del
material y de la membrana bacteriana también podrian afectar los procesos iniciales de
formacion del biofilm (25). Efectivamente, los mismos parecen depender de la
hidrofobicidad y carga superficial del sustrato, como asi también de las propiedades
superficiales de la membrana celular, condicionada por las propiedades del medio de
cultivo (fuerza idnica y pH).

Los biofilms contienen una gran variedad de fenotipos microbianos y forman
patrones espaciales a través de la organizacion cooperativa tanto a nivel macroscopico
como microscopico. De acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1, las interacciones celulares
generalmente se basan en compuestos que difunden marcando diferencias de concentracion
con el entorno que son captadas por sensores especificos de la bacteria, como es el caso de
las moléculas sefializadoras del quorum sensing. Otras formas de comunicacion dependen
de las interacciones fisicas entre células vecinas (26). Cabe mencionar que algunos
procesos celulares criticos como la divisién y mecanismos de regulacion externos como los
sensores de quimiotaxis se ubican en los polos de las bacterias (27). Por lo tanto, la
alteracion del empaquetamiento natural de las celulas dentro de los biofilms puede afectar
algunas de las funciones cooperativas de estas comunidades de microorganismos.

El objetivo principal de las experiencias descriptas en este capitulo es evaluar los
efectos combinados de la topografia y las caracteristicas fisicoquimicas superficiales del
sustrato sobre la organizacion bidimensional de P. fluorescens, y establecer si alguno de
estos factores, la topografia o las propiedades fisicoquimicas, domina el proceso de
autoorganizacion bacteriana sobre la superficie del material. En primer lugar, se procedera
al andlisis de la influencia de la topografia sobre la organizacion microbiana empleando
sustratos modelo, inertes, de Au con diferentes caracteristicas topograficas. En una
segunda parte se compararan en detalle las etapas iniciales de adhesion y organizacion de
P. fluorescens sobre materiales con distinta nano y microestructura superficial y distinta
composicion quimica: Au (material modelo), Cu (material biocida), PBCA (material
biocompatible). Finalmente, se compararan las propiedades fisicoquimicas de la interfase
biolégicamente activa y su posible correlacion con la distribucién y organizacion

bacteriana en las distintas superficies.
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La formacién del biofilm sobre las superficies se realizé siguiendo la metodologia
descripta en el Capitulo 5.

6.2. Primeras etapas en la adhesiéon bacteriana sobre

sustratos de Au con diferentes topografias.

Se han reportado pocos estudios sobre la adhesion de Pseudomonas sobre
superficies sélidas, siendo la mayoria de ellos sobre sustratos transparentes. En algunos
estudios, se han utilizado diversas técnicas, como microscopia de contraste de fases y de
campo oscuro para observar la colonizacion de bacterias en dichos sustratos (28). Se ha
descripto que inicialmente las bacterias se mueven libremente, realizando movimientos
circulares tipo “bucle” en la interfase sélido-liquido. Posteriormente, las bacterias se
adhieren apicalmente sobre la superficie y rotan. Este tipo de adhesidn es reversible.
Luego, la posicion de las células varia y se ubican longitudinalmente sobre la superficie e
incrementan su longitud. Después de 1 h, las células se dividen (tiempo de duplicacién: 1,2
h), se separan y se disponen en forma paralela de forma de quedar en contacto lateralmente
y el proceso se repite formando estructuras tipo balsas (rafts) de bacterias paralelas. Los
autores Shapiro y Hsu (29), mostraron este tipo de interaccidn entre bacterias para células
de E. coli sobre agar mediante microscopia Optica time lapse. En la Figura 6.1a
(correspondiente al trabajo de Shapiro y Hsu) puede observarse el proceso completo que
incluye la duplicacion y el desplazamiento para dar lugar, finalmente, a la formacion de
rafts (termino en inglés que identifica a agrupaciones en forma de balsa). Las secuencias
de la Figura 6.1a corresponden a bacterias E.Coli CS315 inoculadas sobre agar nutritivo.
En la secuencia A se observa un comportamiento normal de las bacterias formando un
tipico raft. Sin embargo, en la secuencia B, la presencia de una célula malformada impide
la formacion de la estructura ordenada tipo balsa. Se demostrd que este tipo de
comportamiento hace que las microcolonias formadas posteriormente no presenten una
estructura compacta (30). De forma similar a lo observado en agar, (Figura 6.1a), en la
Figura 6.1b se observa un ejemplo de raft formado sobre Au-NSa (sin patron topogréafico
regular) después de exposicion durante 1 h a un cultivo de P. fluorescens.

Cabe hacer notar también que este tipo de estructuras celulares, en donde las

bacterias se encuentran alineadas y en contacto lateral, han sido identificadas en ciertos
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procesos de comunicacion célula-célula de corto alcance (31-32). La comunicacion célula-
célula ejerce un impacto significativo en las distintas etapas de desarrollo del biofilm. Este
tipo de comunicacion de corto alcance requiere el contacto directo entre las células

individuales para el intercambio de informacion.

Figura 6.1 (a) Secuencia del proceso de duplicaciéon y desplazamiento de E. coli sobre agar nutritivo para dar
lugar a la formacion de “rafts” (29-30). Las imagenes fueron tomadas cada 10 min mediante microscopia “time
lapse’ por el grupo de Shapiro y colaboradores (29). La secuencia A corresponde al comportamiento normal
durante la formacion del “raft”, mientras que en la secuencia B la presencia de una bacteria malformada impide
el desarrollo normal de la estructura tipo balsa. (b) Imagen de SEM de P. fluorescens sobre un sustrato de Au-
NSa (1 h de exposicion al cultivo) en donde puede observarse la presencia de rafts.

En esta primera parte del capitulo, se estudiara el efecto de las dimensiones
topogréficas de los sustratos sobre la morfologia celular, orientacién, alineacion y
organizacion de las bacterias adheridas utilizando los sustratos descriptos en el Capitulo 3,
cuyas dimensiones caracteristicas se relacionan con las de las bacterias de la siguiente
manera (Figura 6.2): Au-NSa, cuya superficie nanoestructurada no tiene un patron
topografico regular ni presenta dimensiones caracteristicas relacionada con las
dimensiones de las bacterias en estudio; Au-NSnb, presenta una estructura superficial de
nanobandas regulares cuyo ancho coincide aproximadamente con el diametro de los
flagelos de P. fluorescens; Au-MS1 cuya topografia caracteristica consiste en una serie de
canales regulares de tamafio similar al diametro del microorganismo en analisis y Au-MSh,
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que consiste en una serie de hexagonos micrométricos cuyas dimensiones superan

considerablemente las dimensiones de las bacterias ).

Dimensiones caracteristicas de la bacteria
(planctonica)
~1,8 ym de largo
500-800 nm de diametro

Dimensiones caracteristicas flagelo
40-60 nm de diametro

Au-NSa Au-NSnb
Dimensiones caracteristicas Dimensiones caracteristicas
Tamano de grano: 50-70 nm Longitud nanobandas: 45-50 nm

Profundidad nanobandas: 4 nm

=z ,,

Au-MS1 Au-MSh

Dimensiones caracteristicas Dimensiones caracteristicas
Ancho canales: 600-700 nm Ancho canales: 8 pm
Profundidad canales: 120 nm Longitud apotema: 10 pm

Figura .6.2. Esquema representando las dimensiones caracteristicas de los sustratos empleados y de A.
fluorescens.

Los sustratos fueron sumergidos en un cultivo de P. fluorescens durante 30 min y
2 h. Cabe mencionar que para el microorganismo en estudio, se pueden observar las
primeras etapas de adhesion bacteriana y colonizacion adn en periodos tan breves como 30

min.

6.2.1. Influencia de la topografia superficial sobre la distribucion vy

tamano de las bacterias.

6.2.1.1 Distribucion de bacterias sobre superficies de Au-NSa y Au-MS1.

En la Figura 6.3 se muestran imagenes AFM de P. fluorescens adheridas sobre un

sustrato de Au-NSa luego de 30 min de exposicion al cultivo bacteriano. Las imagenes
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muestran agregados de bacterias formados sobre estas superficies en donde los
microorganismos se encuentran alineados segin un eje longitudinal y en contacto lateral.
Este tipo de estructura celular organizada ya ha sido reportada para Proteus mirabilis (P.
mirabilis) (33-34) y P. aeruginosa (35).

Las flechas blancas en la Figura 6.3b indican la presencia de bacterias elongadas
dentro de la estructura tipo raft, similares a las reportadas en articulos previos (35).
Algunas de estas celulas tienen longitudes cercanas a 4 um, el doble del largo promedio de
las células individuales adheridas (1,99 um £ 0,12 um) medido en otros lugares de la

muestra.

Figura .6.3. Imagenes AFM en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-NSa. (a) 75 pm x 75 pym (b) 14 pm x
14 um (con filtro paso alto). Las flechas negras discontinuas indican los agregados que emergen de la estructura
central, las negras sélidas los flagelos curvos y las blancas las células elongadas. El tiempo de exposicién al
cultivo bacteriano fue de 30 min.

En la Figura 6.3a se pueden observar, ademas, algunos pequefios agregados
bacterianos (flechas discontinuas) que emergen de la estructura central del raft. Este tipo
de comportamiento también fue descripto para P. mirabilis en agar. En la Figura 6.3b,
también se observan flagelos curvos en el borde del agregado celular (flecha negra). En
otros trabajos también se ha encontrado la presencia de este tipo de flagelos polares y
laterales en Pseudomonas en distintas interfases (vidrio-aire, agar-aire) (35-36). La
produccion de flagelos laterales podria estar implicada en el aumento de las fuerzas que
mantienen unidas a las células durante la migracidn sobre el sustrato, antes de la adhesion
irreversible. Dichos flagelos también podrian estar involucrados en el movimiento

colectivo del agregado celular.

123



Capitulo 6 -Efecto de la topografia, composiciéon y caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos sobre la
adhesidén y organizacién espacial de P. fluorescens.

Cabe mencionar que este tipo de estructuras celulares organizadas, en donde las
bacterias se encuentran en contacto lateral, son importantes en varios procesos
cooperativos relacionados con la movilidad y el desarrollo del biofilm. En capitulos
posteriores (Capitulos 8 y 9) se describira con mayor detalle las consecuencias de este tipo
de auto-organizacion espacial sobre la superficie.

Las estructuras bacterianas formadas sobre las superficies de Au-MS1 son
significativamente diferentes a las encontradas sobre Au-NSa. Mientras que sobre la
superficie Au-NSa se forman agregados densamente empaquetados de células con limites
bien definidos (Figura 6.3), sobre la superficie microestructuradas Au-MS1, las
agrupaciones de bacterias tienen una estructura mas abierta y los limites no se encuentran
claramente definidos (Figura 6.4a). Estos resultados indican que la topografia superficial
afecta significativamente la organizacion microbiana sobre la superficie. Cabe mencionar
que durante los primeros 30 min de exposicién el 76 % de las bacterias aisladas se
ubicaron en los canales de la superficie y se orientaron en la direccion de los mismos
(Figura 6.4a 'y 6.4b).

Es interesante resaltar que estos microorganismos tienen menor longitud que
aquellos que se ubican oblicuos o perpendiculares a la direccion de los canales (flechas
negras en la Figura 6.4c y 6.4d). Al realizar un anélisis estadistico de los tamafios de las
bacterias adheridas, se observo que el largo promedio de una bacteria aislada sobre una
superficie de Au-MS1 es 1,44 um = 0,12 um (Tabla 6.1), mientras que como se ha
mencionada anteriormente, el largo promedio correspondiente a las bacterias aisladas sobre
Au-NSa es 1,99 um + 0,12 um. Cabe recordar que el tamafio de las bacterias planctdnicas,
tal cual fue mencionado en el Capitulo 5, es 1,86 um + 0,60 um, y esta en concordancia
con los datos de literatura (37). Este valor es significativamente mas largo (p < 0,05) que el
de las bacterias aisladas atrapadas en los canales de la superficie de Au-MS1, pero no es
significativamente diferente al largo de los microorganismos adheridos a la superficie de
Au-NSa.

Tabla 6.1 Influencia de la microestructura superficial sobre la longitud de las bacterias.

Planctonica 1,86 £ 0,06 um
Adherida sobre Au-NSa 1,99+ 0,12 pm
Adherida sobre canales de Au-MS31 1,44+ 0,12 ym
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La elongacion de las células que se encuentran fuera de los canales superficiales
del sustrato de Au-MS1 podria ser una estrategia para lograr contactar a las células
atrapadas dentro de los canales (flecha negra en la Figura 6.4c y 6.4d y circulo punteado en
la Figura 6.4c). Estos resultados permiten inferir que el medio ambiente induce cambios
importantes en el comportamiento fisioldgico y la forma de las bacterias. En concordancia,
se ha reportado que las bacterias creciendo en agar alteran significativamente su fisiologia
(aumento en la cantidad de flagelos laterales, cambios en la forma) comparado con las

bacterias creciendo en caldo nutritivo liquido (38-39).

Figura .6.4. Imagenes AFM en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-MS1. (@) 75 pm x 75 pm (b) 10 pm x
10 um (con filtro de paso alto).en donde pueden observarse células acortadas dentro de los canales superficiales
(flechas rojas), flagelos conectando a las células (flecha blanca) y células oblicuas a la direcciéon de los canales
(flechas negras). () 10 pm x 10 pm (con filtro de paso alto) (d) 25 pm x 25 pm (con filtro de paso alto). El
tiempo de exposicion al cultivo microbiano fue de 30 min.

En la Figura 6.4c y 6.4d se puede observar con particular detalle que las bacterias
que estan ubicadas oblicua y perpendicularmente a los canales superficiales (flecha negra)
parecen estar empujando a aquellos microorganismos confinados en el sustrato a los que se
adhiere por los polos o lateralmente (interacciones de corto alcance). También, es
interesante notar que los flagelos polares estan uniendo a las bacterias aisladas (Figura 6.4b

y 6.4c) o grupos de células (Figura 6.4d). Estos flagelos podrian actuar como sensores de
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condiciones externas (por ejemplo, ubicacion de agrupaciones celulares) (39), tal como se
discutird en el Capitulo 7. En la Figura 6.4b, se observa que el proceso de alineacion y
contacto lateral entre bacterias aisladas se encuentra dificultado por la presencia de los
canales caracteristicos de la superficie MS1 cuyas dimensiones ademas coinciden
aproximadamente con el didmetro de los microorganismos adheridos. Los grupos que se

forman (Figuras 6.4c y 6.4d) tienen una distribucién mas irregular que los de la Figura 6.3.

6.2.1.2 Distribucion de bacterias sobre superficies de Au-NSnb.

En la Figura 6.5 se muestran bacterias P. fluorescens adheridas sobre una
superficie con nanobandas Au-NSnb. La organizacion de bacterias sobre esta superficie
consiste en grupos pequefios de tres o cuatro células alineadas que a su vez pueden unirse
con otros grupos que muestran orientaciones diferentes. Es decir que aun las pequefias
dimensiones de las nanobandas superficiales, marcadamente inferiores a las dimensiones
del microorganismo, consiguen afectar el proceso de auto-organizacion inicial de los
microorganismos adheridos. Es interesante notar que los agregados de bacterias se
agrupan con una alineacion preferida perpendicular o paralela a la direccion de las
nanobandas y que las estructuras organizadas tipo raft se forman més facilmente en esta
superficie NSnb que en las superficies microestructuradas MS1. La orientacion de los
flagelos también parece estar influenciada por los canales nanométricos de la superficie
NSnb (Figura 6.5c y d), cuyas dimensiones son similares al diametro de estos apéndices
(didmetro del flagelo: 40-60 nm, ancho de la nanobanda: 45-60 nm). Este resultado sugiere
que los flagelos podrian percibir las estructuras superficiales cuando las dimensiones de

ambos son semejantes y condicionar la distribucidn espacial de las bacterias.
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Figura .6.5. Imdgenes AFM en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-NSnb. (a) 75 pm x 75 pm (b) 10 um x
10 um (con filtro de paso alto),en donde pueden observarse pequefios grupos de células alineadas. (c) 4 pm x 4
um (con filtro de paso alto) grupo de células alineadas lateralmente y ubicadas perpendicularmente a la
direccién de las nanobandas superficiales (d) Detalle de la imagen (c) en donde puede observarse la ubicacion
del flagelo (con filtro de paso alto).

6.2.1.3 Distribucion de bacterias sobre superficies de Au-MSh.

La Figura 6.6 muestra bacterias de P. fluorescens sobre una superficie de patrones
hexagonales Au-MSh, cuyas dimensiones superan a los de las bacterias. Para el caso de
esta topografia, se encontraron algunas bacterias y pequefios grupos distribuidos
aleatoriamente sobre la superficie, sin evidencias que indiquen una orientacion espacial

preferencial (Figura 6.6) tal como ocurre sobre una superficie MS1.
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Figura .6.6. Imagenes AFM en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-MSh. (a) 75 pm x 75 um (b) 45 ym x
45 pm (con filtro paso alto) en donde pueden observarse pequefios grupos de células sin orientacién
preferencial.

La comparacion de las Figuras 6.4 y 6.6 muestra que cuando la dimensién del
patron topografico de la superficie se acerca a la dimension de las bacterias (Au-MS1) se
observa la alineacion y orientacion preferencial de los microorganismos adheridos
siguiendo dicho patron de confinamiento (Figura 6.4), mientras que cuando las
dimensiones de la topografia exceden el tamafio de las células (Au-MSh), la adhesién

bacteriana se produce con direccion aleatoria (Figura 6.6).

6.2.1.4 Comparacion de imagenes microscopicas obtenidas en aire y en medio

liquido.

En diversos trabajos (40), se ha planteado la posibilidad de que cuando las
imagenes son tomadas al aire a partir de las muestras secas la alineacion de bacterias sobre
superficies microestructuradas se deba al proceso de deshumectacion, conocido
técnicamente como dewetting. Al respecto, es sabido que la tension superficial tiene una
influencia significativa sobre la distribucién de coloides sobre las superficies (41) y
algunos autores han sugerido que las bacterias podrian describirse como sistema coloidales
(42). Sin embargo, esta aproximacion falla al explicar una serie de ejemplos bioldgicos
(43). De hecho, algunos resultados recientes demuestran que la adhesién microbiana es
significativamente diferente a la adhesion de particulas coloidales debido a la presencia de

los apéndices celulares tales como flagelos y pilis que favorecen la reubicacion de los
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microorganismos hasta que los mismos logran situarse en la posicién energética mas
favorable [41]. Con el objetivo de descartar la posibilidad de que el proceso de
deshumectacion sea el responsable de las diferencias de organizacion bacteriana sobre las
distintas superficies, se realizaron los ensayos de adhesion y observacion de las muestras
manteniéndolas en un ambiente liquido durante todo el experimento, impidiendo el
contacto de los sustratos con el aire. Para ello, se empled un cultivo de P. fluorescens
similar a los utilizados en experiencias descriptas previamente. Los sustratos fueron
expuestos al cultivo bacteriano durante 2 h. Posteriormente, el cultivo fue reemplazado por
agua bidestilada estéril. Para esto se extrajeron sucesivamente alicuotas del cultivo,
reemplazandolas en cada etapa por la misma cantidad de agua bidestilada estéril y
manteniendo las muestras sumergidas en todo momento. Este proceso fue repetido hasta
que, a través de observaciones en el microscopio Optico, no se detectaron bacterias en
solucion. Ademas, este hecho fue confirmado por la ausencia de crecimiento bacteriano
encontrada a través de la técnica de conteo de microorganismos en placa. Seguidamente,
las muestras fueron tefiidas con naranja de acridina y observadas mediante microscopia de
epifluorescencia utilizando un objetivo 100X y aceite de inmersion.

En la Figura 6.7 se muestran imégenes de los agregados bacterianos y la
distribucién de microorganismos sobre los dos tipos de sustratos (Au-NSa y Au-MS1)
obtenidas mediante dos técnicas: AFM en aire, bajo humedad relativa del 70 % (Figuras
6.7a y 6.7c) y microscopia de epifluorescencia en medio liquido (Figura 6.7b y 6.7d).
Puede observarse que las imagenes de la estructura de los grupos microbianos son
similares para las dos técnicas utilizadas. Esto demuestra que, tanto la formacion de las
agrupaciones celulares tipo raft como la alineacién de microorganismos segin la
topografia superficial, no dependen de las fuerzas de capilaridad asociadas al secado de las
muestras y que los fendmenos relacionados con la capilaridad no son los principales
responsables de la distribucion de P. fluorescens sobre la superficie de Au-NSa y Au-
MS1.
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Figura .6.7. (a) Imagen AFM en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-MS1 (25 pm x 25 um) (b) Imagen de
epifluorescencia en medio liquido (50 pm x 50 pym) de P. fluorescens sobre Au-MS1. (c) Imagen AFM (45 pm X
45 um) en modo contacto de P. fluorescens sobre Au-NSa. (d) Imagen de epifluorescencia en medio liquido de ~.
fluorescens sobre Au-NSa

6.3. Primeras etapas en la adhesion bacteriana sobre

sustratos con diferente composicion quimica y topografia.

En esta segunda parte del Capitulo se comparara la distribucion y organizacion de
P. fluorescens durante la etapa inicial de formacion del biofilm sobre superficies de distinta
composicion quimica (Au y PBCA (inertes) y Cu (toxico para los microorganismos) y
simultaneamente diferentes topografias superficiales. Primeramente se describiran las
nanoestructuras tipo NSa y posteriormente las microestructuras MS1 y MSg.

Como ya se ha descripto en el Capitulo 3, los sustratos utilizados Au-NSa, Cu-
NSa y PBCA-NSa presentan una topografia nanoestructurada, carente de un patron regular,
caracterizada por granos superficiales de tamafios entre 50-100 nm. Las rugosidades de
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todos estos sustratos se corresponden entre si y por lo tanto, puede concluirse que estos
materiales tienen el mismo tipo de topografia y difieren Unicamente en sus caracteristicas
quimicas.

El segundo tipo de topografia superficial empleada para Au, Cu y PBCA, consiste
en la estructura con canales micrométricos alineados (MS1) obtenidas tal cual se describe
en el Capitulo 3. Como ya se ha mencionado los canales correspondientes a los sustratos
Au-MS1 cuyo ancho coincide aproximadamente con el didmetro de la bacteria P.
fluorescens ejercen significativa influencia en las primeras etapas de colonizacién y por lo
tanto cabe preguntarse si la composicion de la superficie ejerce un rol importante en este
proceso. Para el caso particular del polimero, PBCA, también se ha analizado una
estructura superficial tipo globular (MSg). Este sustrato se caracteriza por la presencia de

glébulos de tamafios entre 1-5 um y entre 80-125 nm de alto.

6.3.1 Adhesion bacteriana sobre superficies NSa.

En la Figura 6.8 se presentan imagenes de AFM vy de epifluorescencia en las que
se puede observar bacterias adheridas a sustratos NSa después de 2 h de colonizacion.
Cabe destacar que esta primera etapa de formacion del biofilm es consecuencia de la
adhesion de las bacterias provenientes del medio de cultivo y de su duplicacion sobre la

superficie.
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Figura 6.8. Imagenes de epifluorescencia de P. fluorescens sobre sustratos NSa luego de 2 h de inmersion en el
cultivo bacteriano. (a) Au-NSa (Imagen topografica AFM en modo contacto con filtro paso alto, 20.5x20.5 pmz2);
el recuadro inferior corresponde a una imagen topografica AFM en modo contacto, 19.7 x 19.7 ymz2, de un
agregado ordenado bidimensional de bacterias (b) PBCA-NSa (Imagen topografica AFM en modo contacto, con
filtro paso alto, 17x17 pmz2). Se observan claramente los flagelos alrededor de los agregados bacterianos. (c)
Cu-NSa (Imagen topografica AFM en modo contacto con filtro paso alto, 20.7x20.7 pm?); el recuadro inferior
corresponde a un cumulo tridimensional de células (Imagen topografica AFM en modo contacto, 20.6 x 20.6
pma2).

Sobre las superficies de PBCA-NSa y Au-NSa, la mayoria de las células se
encuentran formando agregados densos de bacterias y se detectan pocos microorganismos
aislados (Figura 6.8a y 6.8b). Este tipo de estructura se encuentra caracterizada por la
presencia de bacterias alineadas dentro de la misma asi como la aparicion de flagelos
alrededor de estos camulos celulares. La similitud del comportamiento microbiano sobre
estas superficies puede relacionarse con la analogia en la nanoestructura aleatoria de los
sustratos. Los granos de Au tienen un tamafio promedio de 75 nm y coinciden
aproximadamente con los 50 nm de tamafio promedio de los hanopuntos en la superficie de
PBCA. La rugosidad (RMS) de la superficie de Au (3 nm) es comparable a la rugosidad

del sustrato polimérico (5 nm).
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Sobre las superficies de Cu se observan agregados microbianos tridimensionales
rodeados por bacterias aisladas (Figura 6.8c). A diferencia de lo observado en los sustratos
NSa de Au y PBCA en donde existen estructuras de monocapas de bacterias, en este caso
la colonizacién inicial se produce a partir de la acumulacién tridimensional de células.
Mediante una revision detallada sobre extensas areas de la superficie, se pudo comprobar
que en los sustratos Cu-NSa no hay evidencia de estructuras organizadas bidimensionales
tipo raft de bacterias, sino cimulos celulares desorganizados.

Con el objetivo de explorar la distribucion y la actividad biologica de las bacterias
en amplias regiones de superficie de los distintos sustratos, se utilizd la microscopia de
epifluorescencia (Capitulo 2). Las bacterias que se observan en la Figura 6.9 fueron tefiidas
con naranja de acridina y posteriormente observadas con un microscopio Optico con
accesorio para epifluorescencia. Debe tenerse en cuenta que cuando este colorante se
encuentra asociado al ADN, el naranja de acridina es espectralmente similar a la
fluoresceina, presentando un méximo de excitacion a 502 nm y una emision a 525 nm (en
el verde). Cuando esta asociado al ARN, en cambio, el complejo presenta una
fluorescencia color rojo o naranja. Las células que se encuentran metabdlicamente activas,
contienen importantes cantidades de ARN y por lo tanto tendran fluorescencia naranja al
estar en contacto con el colorante. En la Figura 6.9b puede verse la estructura
tridimensional de los agregados bacterianos que se encuentran sobre las superficies de Cu
donde una gran cantidad de bacterias se encuentran adheridas en forma desorganizada
formando cumulos de células. En interesante notar que aquéllas que se encuentran en
contacto directo con la superficie de Cu producen una fluorescencia de color verde,
mientras que las células que se encuentran adheridas sobre las primeras capas de bacterias
fluorescen de color naranja. Esta diferencia de coloracion indica una disminucién en la
produccién de ARN para el caso de aquellas células que se encuentran en contacto directo
con la superficie toxica del Cu. Por otra parte, la fluorescencia de las bacterias que estan
formando el biofilm sobre las superficies de Auy PBCA (Figura 6.9a y 6.9¢) indica una
mayor actividad metabdlica que las células adheridas al Cu. Por lo tanto, seria valido
suponer que, en el caso de los sustratos de Cu, las bacterias adheridas directamente a la
superficie tienen menos actividad celular debido al efecto toxico de los iones de Cu y de

oxidos de Cu sobre los microorganismos.
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Figura 6.9 . Imdgenes opticas de epifluorescencia de sustratos NSa luego de 2 h de exposicién el cultivo de P.
fluorescens. (a) Au-NSa; (b) Cu-NSa; (c) PBCA-NSa.

Para confirmar estos resultados, se realizaron ensayos de viabilidad utilizando el
kit comercial Live/Dead Baclight®. En la Figura 6.10 se comparan los porcentajes de
células vivas sobre las diferentes superficies, encontrandose que el porcentaje de células
viables sobre Au y PBCA es proximo al 80% mientras que sobre las superficies de Cu es
cerca del 20%, dando cuenta de la toxicidad de este sustrato. Probablemente, tal como se
describi6 en el Capitulo 1, hay una disminucion en la tasa de crecimiento de las bacterias
que se encuentran sobre la superficie o bien las mismas mueren dejando una barrera
difusional que resiste la difusion de iones tdxicos (44-46) y formando un ambiente mas

favorable para los microorganismos que se encuentran en estratos superiores.
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Figura 6.10. Porcentajes de bacterias vivas obtenidos a partir de imigenes de microscopia Optica de
epifluorescencia de sustratos NSa luego de 2 h de exposicidon el cultivo de P. fluorescens. (a) Au-NSa; (b) PBCA-
NSa; (c) Cu-NSa.

6.3.2. Adhesion bacteriana sobre superficies microestructuradas (MS1
y MSg).

En secciones previas se ha demostrado que las topografias superficiales tipo MS1
dificultan la formacién de agregados tipo raft que son importantes durante el movimiento
cooperativo de las bacterias [43-44]. Los resultados que se describen a continuacion
prueban que las superficies con topografias tipo MSg también pueden entorpecer el
proceso de organizacién de bacterias sobre la superficie.

La topografia MSg se caracteriza por estar constituida por estructuras granulares
de algunos micrones de diametro (1-5 um). A partir de las imagenes AFM obtenidas de P.
fluorescens sobre el sustrato MSg de PBCA (Figura 6.11a), se pueden distinguir conjuntos
de bacterias abiertos y ramificados compuestos por 1-5 células distribuidas al azar sobre la
superficie y uniéndose entre si en forma de redes. La mayoria de los microorganismos
adheridos se encuentran en los valles alrededor de los granulos de la superficie polimérica

(curvas punteadas en Figura 6.11b).
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Figura 6.11. (a) Imagen AFM topografica en modo contacto (60x60 pm? tridimensional) de P. fluorescens sobre
PBCA-MSg. (b) Imagen AFM en modo contacto con filtro paso alto correspondiente a la imagen (a). Algunos de
los glébulos superficiales estan marcados con curvas punteadas.

Al realizar una inspeccion detallada sobre las estructuras bacterianas ramificadas
formadas sobre la superficie se observa que, si bien estdn formadas por agregados de
bacterias que se encuentran alineadas, no logran crear una estructura con mayor nimero de
microorganismos y grado de organizacion, tipo raft, similares a las de la Figura 6.8a y
6.8b. Ademas, pueden observarse flagelos que parecerian estar conectando a las células
entre si. Por lo tanto las im&genes muestran que esta microestructura superficial, al igual
que las del tipo MS1, dificulta la formacién de estructuras organizadas bidimensionales de
gran numero de microorganismos.

En la Figura 6.12 se compara la influencia de la topografia superficial tipo MS1
para distintos sustratos. Resulta muy interesante notar que, independientemente de la
naturaleza quimica del sustrato considerado, la organizacién bidimensional sobre estas
superficies es considerablemente diferente a la disposicion de microorganismos sobre las
estructuras NSa (Figura 6.12). Efectivamente, puede advertirse a partir de las imagenes
AFM, corroboradas por observaciones a través de microscopia de epifluorescencia en
medio liquido, que en todos los casos (Au-MS1, PBCA-MS1 y Cu-MS1), existe un
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considerable nimero de microorganismos aislados y atrapados dentro de los canales
(flechas blancas en la Figura 6.12). Estas células, por lo tanto, se encuentran alineadas con
la topografia, siguiendo la direccion de los canales. Las demas bacterias no tienen una
direccionalidad preferente, sin embargo, la mayoria tiende a formar angulos entre 45° y
90° con la direccion de los canales y a conectarse entre ellas y con las células atrapadas
(Figura 6.12a y 6.12d).

Figura 6.12. Imagenes de P. fluorescens sobre sustratos MS1. (@) Au-MS1 (Imagen topografica AFM en modo
contacto con filtro paso alto, 25x25 um?2); (b) PBCA-MS1 (Imagen topografica AFM en modo contacto con filtro
paso alto, 25x25 pm?2). (¢) Cu-MS1 (Imagen topografica AFM en modo contacto con filtro paso alto, 24.3x24.3
pum?) Las flechas blancas muestran bacterias aisladas, las flechas negras discontinuas sefialan las bacterias
transversales a los canales, conectando grupos contiguos y las flechas negras células en proceso de duplicacion.

Las imagenes de epifluorescencia tomadas en medio acuoso, sin poner en contacto
con el aire a la muestra en ningn momento, también revelan gran cantidad de bacterias
alineadas con el patron topografico caracteristico de estas superficies, confirmando la
ausencia de efectos de dewetting, como ya ha sido descripto anteriormente.

Es importante resaltar que los agregados de bacterias que se forman en las
superficies MS1 (independientemente del sustrato analizado) son considerablemente méas
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pequefios y desorganizados (Figura 6.12) que los correspondientes formados en las
superficies NSa (Figura 6.8). Asimismo, su migracion sobre la superficie del sustrato
pareciera estar dificultada por el patron topografico. De hecho, s6lo pocas bacterias se
encuentran alineadas y densamente empaquetadas dentro de los agregados formados. Se
debe resaltar que, considerando solo aquellas células aisladas sobre la superficie, las
bacterias que se encuentran atrapadas dentro de la microestructura superficial representan
al menos el 70% del total, tanto en las superficies MS1 como MSg (Figura 6.13). Dicho
porcentaje fue obtenido a partir del analisis de 10 imagenes de AFM.

100

80 A

60 -

40

20 A

Porcentaje de bacterias atrapadas

Au-MS1 PBCA-MS1 Cu-MS1 PBCA-MSg

Figura 6.13. Porcentaje de bacterias aisladas que se encuentran dentro de los canales topograficos superficiales
de los sustratos MS1 y MSg.

Cabe preguntarse como influyen las dimensiones de los patrones estructurales
sobre la distribucion de bacterias en sustratos de la misma composicion quimica. Para ello
es conveniente comparar los parametros topograficos (rugosidad y longitud de onda) del
sustrato sobre la organizacion bacteriana superficial. La rugosidad promedio y la longitud
de onda caracteristica de los sustratos MSg son 18 nm y 2,7 um respectivamente, mientras
que los valores correspondientes para los sustratos MS1 de PBCA son 40 nm y 1,3 um
respectivamente. Estos valores indican que las superficies MSg presentan una
microestructura superficial mas suave que la correspondiente al sustrato MS1 y ademas,
los espacios que quedan alrededor de los glébulos de la superficie son méas grandes que los
canales del sustrato MS1 (Figura 6.11). Si bien para ambos casos se ve dificultada la
formacion de estructuras bacterianas organizadas tipo raft, el confinamiento de células es

menos efectivo para la microestructura tipo MSg que para los sustratos MS1, en los cuales
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el patron topografico caracteristico coincide aproximadamente con el tamafio del

microorganismo.

6.3.3. Influencia del tipo de topografia superficial y composicion del

sustrato sobre la longitud de las bacterias.

Varios estudios han demostrado que las células pueden cambiar su morfologia
para adaptarse a las condiciones externas existentes y de esta manera, optimizar
mecanismos tales como la adhesion a superficies y la movilidad (47). Por otra parte,
también se ha reportado que los microorganismos pueden modificar su morfologia
dependiendo del tipo de sustrato al cual se adhieran (48). Teniendo en cuenta estos
antecedentes resulta de interés analizar la influencia de la topografia sobre el tamafio y
morfologia de las bacterias adheridas. Con ese propdsito se compararon las longitudes de
dichas bacterias con la longitud promedio de las bacterias planctonicas en el medio de
cultivo utilizado (1,86 + 0,6 um). Tal como se menciond en secciones anteriores, este dato
concuerda con resultados previamente reportados para P. fluorescens (37). En la Figura
6.14 se muestra el andlisis estadistico del porcentaje de bacterias adheridas a las distintas
superficies que son méas largas o mas cortas que la longitud de las plancténicas. Puede
notarse que, independientemente de la composicién quimica del sustrato, la mayoria de las
bacterias que se fijaron a las superficies NSa, en particular a la superficie Au-NSa, y las
bacterias que no se encuentran atrapadas en los sustratos MS1 son mas largas que las
bacterias plancténicas (Figura 6.14). Por el contrario, los microorganismos atrapados en las
superficies MS1 de Au, PBCA y Cu, presentaron tamafios menores que el correspondiente
largo de P. fluorescens planctonica.
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Figura 6.14. Histograma mostrando el porcentajde de bacterias adheridas sobre los diferentes sustratos y que
presentan largos mayores o menores a los correspondientes de las bacterias plancténicas, representados como
la linea 0.

El aumento observado en el largo de las bacterias que no se encuentran atrapadas
en los canales superficiales del sustrato podria estar relacionado con las estrategias que
utilizan las células para colonizar las superficies, por ejemplo en los mecanismos de
movilidad colectiva tipo swarming, mencionados en el Capitulo 1. Se ha reportado que
estas bacterias son mas largas que las células individuales ya que la elongacion favorece el
contacto dentro del agregado celular y entre grupos vecinos de microorganismos (Figura
6.12c) (47). Este tipo de alineacion, en donde la conexién lateral entre células es un
proceso importante, puede observarse en la Figura 6.8a y 6.8b. En cambio, las células
adheridas y atrapadas en los sustratos MS1 no son capaces de formar agregados tipo raft y
como consecuencia tienen tamafios menores que aquellas que se encuentran fuera de los
canales o en el medio de cultivo. Dicho confinamiento parece inducir una reduccién de

tamario similar a la observada en otros ambientes agresivos (47, 49) .
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6.3.4. Analisis comparativo de las caracteristicas fisicoquimicas de los
sustratos de distinta composicion quimica y topografia y de P.

fluorescens durante las primeras etapas de adhesion.

Existe una importante cantidad de informacion relacionada con la posible
influencia de las propiedades fisicoquimicas del sustrato y de la superficie bacteriana (3,
17-18), las propiedades del medio circundante (composicion, fuerza iénica, pH) (50), y la
topografia del sustrato (51-52) sobre la adhesion inicial de células individuales. Sin
embargo hay poca informacion referente a la influencia de estos factores sobre la posterior
agregacion, migracion y colonizacion, durante las cuales las bacterias pueden interactuar
entre ellas para formar estructuras tridimensionales 0 moverse y propagarse a zonas no
colonizadas de la superficie.

En esta seccion se analiza la influencia de las propiedades de las bacterias y las
superficies de los sustratos sobre la organizacion microbiana. Se utilizaron tres tipos de
materiales con topografias superficiales controladas pero presentando propiedades
fisicoquimicas diferentes, con el objeto de poder analizar y discutir las contribuciones
relativas de estas propiedades sobre la organizacion bidimensional de bacterias sobre una
superficie. Para evaluar la interaccion de la membrana de P. fluorescens con las superficies
de los distintos sustratos es importante determinar la carga superficial de la misma. Los
resultados obtenidos de los ensayos MATS (Capitulo 5) indican que la bacteria tiene
mayor afinidad por el cloroformo, un solvente de caracter &cido, que por el hexadecano.
Esta afinidad, asociada a la tendencia a donar electrones que presenta la membrana, puede
atribuirse a la existencia de grupos basicos en la superficie celular (53-54) entre los que
pueden mencionarse grupos carboxilos (COO"), grupos fosfato (PO,?) y grupos amino
(NH,). Los resultados obtenidos para la cepa de P. fluorescens utilizada en este trabajo
estan en concordancia con otros estudios que demuestran que este microorganismo tiene
una membrana hidrofilica y con carga negativa (55-56). En base a las consideraciones
previas (medidas de CAM, Capitulo 5) se puede concluir que las P. fluorescens poseen una
superficie hidrofilica cargada negativamente. Este hecho podria explicar por qué P.
fluorescens podria interactuar mejor con las superficies que estan positivamente cargadas
como las superficies de Au, desplazando moléculas de agua y aniones de la interfase
cuando estos sustratos son sumergidos en un medio acuoso (libre de sustancias organicas

que puedan ser adsorbidas por la superficie). Esta observacion es confirmada por
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resultados de otros autores a través del aumento en intensidad de las bandas amida | y
amida Il de las proteinas en el espectro IR correspondiente (57).

Con el objetivo de poder describir adecuadamente las propiedades fisicoquimicas
de la interfase célula/sustrato/medio de cultivo es util analizar comparativamente, ademas
de la carga superficial de la bacteria, el pzc, el Pl, la carga superficial y los datos de
angulos de contacto de equilibrio para las superficies nano y microestructuradas. La
informacidn obtenida a partir de las medidas experimentales correspondientes (descriptas
en el Capitulo 4) se muestra en la Tabla 6.1. Estos datos indican que la superficie
nanoestructurada Au-NSa es el Unico sustrato hidrofilico entre todos los sustratos
analizados. Cuando la superficie de Au presenta una topografia superficial
microestructurada MS1, este sustrato se transforma en hidrofobico. Es necesario tener en
cuenta que, la tension interfacial y=ys + yiv + vsv, relacionada con las medidas de angulo de
contacto, es el resultado de la interaccion de tres fases, dos de las cuales son invariantes, el
aire (v) y el medio acuoso (I), mientras que la superficie del sélido (s) varia (Au-NSa vs.
Au-MS1). La Tabla 6.1 muestra que los angulos de contacto medidos son mayores para la
superficie Au-MS1 que para la Au-NSa. Considerando que lo Unico que ha variado en los
ensayos efectuados con Au-NSa y Au-MSL1 es la topografia de la superficie del metal, la
mayor hidrofobicidad que presenta la microestructura tipo MS1 pareceria estar asociada al
cambio en las interacciones del sélido con el vapor y con el liquido para esta
microestructura. Sin embargo, tanto los sustratos de PBCA como los de Cu exhiben altos
angulos de contacto independientemente de la topografia superficial de los mismos.

Con respecto a la evaluacién de la carga superficial de los sustratos, dicha
determinacion, tal como se mencion6 en el Capitulo 4, se realiz6 a través de técnicas
electroquimicas y datos bibliograficos del Pl y pzc. Los resultados mostrados en dicho
capitulo muestran que las medidas de potencial a circuito abierto después de 2 h de
inmersion en medio de cultivo fueron 153 mV y -28 mV (vs. ECS) para el potencial a
circuito abierto del Au y Cu respectivamente. En el caso del Au, el valor de 153 mV es
mas positivo que el pzc (Tabla 6.1), lo que demuestra que en estas condiciones los

sustratos de Au se encuentran positivamente cargados.
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Tabla 6.1. Caracteristicas topograficas y fisicoquimicas de los sustratos y principales estructuras bacterianas formadas sobre

las superficies

Caracteristicas topograficas Propiedades fisicoquimicas Principales o
. Caracteristicas del
Sustrato ) Longitud de onda | Rugosidad | Carga superficial Angulo de estructuras
Patrén . sustrato
(nm) (nm) (mV), pH = 7.7 contacto bacterianas
Raft + Agregados
NSa 75 3 51.7 £ 0.1 ordenados
pzc ~ -600 bidimensionales
Au i i Inerte
mV(vs. SCE) © Bacterias aisladas+
MS1 1300 40 97.5+ 0.3 Agregados
desorganizados
NSa 50 5 83.7 £ 0.1 Raft
Agregados
MSg 2700 18 _ 82.8 + 0.2 grega _ _
PBCA -30 (casi neutro) desorganizados Biocompatible
b Bacterias aisladas+
MS1 1300 40 78.1 = 0.1 Agregados
desorganizados
Bacterias aisladas +
NSa 81 2.5 90.1 = 0.1 Agregados
pzc~-310 mV - .
tridimensionales. o
Cu /Cu;0 (vs SCE) ] i Toxico
@Pl~ 95 Bacterias aisladas+
MS1 1400 37.3 ' 98.6 + 0.1 Agregados
desorganizados

@®De la referencia (58); ® De la referencia (59)  De la referencia (60)

143




Capitulo 6 -Efecto de la topografia, composiciéon y caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos sobre la
adhesidén y organizacién espacial de P. fluorescens.

El potencial a circuito abierto del Cu (-28 mV) también es més positivo que el pzc
(-310 mV) teniendo en cuenta tanto los datos electroquimicos como el dato del PI. Por
ultimo, la carga superficial de los sustratos de PBCA es levemente negativa (Tabla 6.1).

Con el objetivo de discutir comparativamente la influencia de las propiedades
fisicoquimicas de los sustratos sobre la organizacion bacteriana, se analizard primeramente
la influencia de la carga superficial y las propiedades de mojado de las superficies sobre
los sustratos nanoestructurados. Si la carga superficial de los sustratos fuera el factor
determinante en el tipo de organizacién microbiana formada sobre la superficie, tanto la
superficie positiva de Au como la de Cu deberian originar procesos de adhesion y
organizacion bacterianas similares. Sin embargo, las imagenes obtenidas a partir de AFM y
microscopia de epifluorescencia han demostrado que los patrones bacterianos generados
sobre dichas superficies son muy distintos. Por otro lado, a pesar de que las superficies de
Au y PBCA tienen cargas superficiales opuestas, el tipo de organizacion bacteriana que se
genera en ambos sustratos es similar. Por lo tanto, se puede concluir que la distribucion y
organizacion microbiana sobre diferentes superficies no se correlaciona directamente con
la carga superficial de los sustratos. Cabe destacar que la falta de correlacién entre la carga
superficial y la adhesion de otras especies de bacterias ya ha sido analizada en
publicaciones previas (61).

Con respecto a la hidrofobicidad, no obstante, en varios trabajos publicados se ha
enfatizado el papel que juega esta propiedad de la superficie en la promocion de la
adhesion bacteriana. Recientemente, se ha reportado que la cepa hidrofilica P. putida, se
adsorbe irreversiblemente sobre una superficie hidrofdbica (superficie de Au cubierta con
dodecanotiol) mediante fuerzas dispersivas, mientras que la adhesion a superficies
hidrofilicas (superficie de Au cubierta por una monocapa de mercaptoundecanol) es
reversible (62). En este Gltimo caso, el microorganismo debe desplazar a las moléculas de
agua adsorbidas sobre la superficie haciendo que este proceso de adsorcion sea
desfavorable. Uno de los roles més importantes que cumplen los grupos hidrofobicos,
asociados a los apéndices celulares de los microorganismos, es la capacidad deshidratante
de los mismos, permitiendo la remocion de las moléculas de agua que se encuentran
proximas a la superficie (63-64). En el caso del presente trabajo, el Au-NSa es hidrofilico
mientras que la superficie de Cu cubierta por Cu,0O es hidrofobica (65-66), diferencia que
podria explicar las disimiles estructuras bacterianas observadas en cada uno de los

materiales. Sin embargo, tanto sobre las superficies de Au-NSa como sobre las superficies
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de PBCA-NSa se observan agregados bacterianos organizados andlogos siendo los
sustratos de Au hidrofilicos y los correspondientes de PBCA hidrofébicos (Tabla 6.1). Por
lo tanto, si bien algunos autores han considerado que tanto la carga superficial como la
hidrofobicidad de los sustratos son factores claves frente a la adhesion de las bacterias
pioneras, nuestros resultados muestran que esta influencia no es importante en los procesos
posteriores de agregacion bacteriana. Publicaciones recientes (6) y los resultados
descriptos previamente no demuestran una relacion clara entre estas variables y la
interaccion célula/superficie libre de sustancias organicas adsorbidas.

Los resultados y el comportamiento observados podrian estar relacionados con la
presencia de una capa de moléculas organicas adsorbida sobre la superficie a partir del
medio de cultivo. Para confirmar el papel que juega esta capa de sustancias organicas en la
modificacion de las propiedades superficiales de los sustratos se han realizado varias
experiencias cuyas metodologias han sido descriptas en detalle en el Capitulo 4. En la
Figura 6.15 se muestran algunos datos presentados en dicho capitulo relacionados a la
respuesta electroquimica correspondiente a la regién de potencial de la doble capa eléctrica
de un sustrato Au-NSa, en una solucién electrolitica de NaCl, antes y después de 2 h de

inmersion en caldo nutritivo estéril.
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Figura 6.15. Voltaamperometria ciclica de un sustrato de Au en NaCl 0.5 % p/v con una velocidad de barrido de
0.1 V/s. La linea punteada corresponde al sustrato de Au limpio; la linea sélida corresponde al sustrato de Au

luego de 2 h de inmersidn en caldo nutritivo estéril. El recuadro superior corresponde al grafico de Capacidad vs
Tiempo de inmersion; (®) Au sumergido en caldo nutritivo estéril; (®) Au sumergido en solucién de albumina (34
g/L)

La Figura 6.15 muestra que la capacidad de la doble capa eléctrica disminuye

significativamente después de que el electrodo de Au estuvo en contacto con el medio de
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cultivo. En el recuadro superior de la Figura 6.15 se encuentran graficadas las capacidades
de la doble capa en funcion del tiempo de inmersién (circulos rojos). A partir de este
gréfico, resulta evidente que las sustancias organicas provenientes del medio de cultivo
bloquean rapidamente la superficie de Au. Con el objeto de emular el comportamiento del
material sumergido en un medio bioldgico, se midieron las capacidades de la doble capa
para un electrodo de Au que estuvo inmerso en una solucién de una proteina (albimina (34
g/l)) durante diferentes periodos de tiempo. En este caso se observa el mismo
comportamiento que el descripto para el medio de cultivo, es decir, existe una disminucion
significativa de la capacidad de la doble capa a medida que aumenta el tiempo de
inmersion en la solucion proteica (circulos azules). No obstante, el proceso de adsorcion es
mas rapido para las proteinas que para las sustancias organicas contenidas en el medio de
cultivo. Este comportamiento ya ha sido reportado en publicaciones anteriores, en las
cuales se muestra que el potencial a circuito abierto de un electrodo de Au en una solucién
amortiguadora alcanza rapidamente un valor constante (después de 10-15 min de
inmersion) en una solucion de albdmina (67).

El caso particular del Cu merece un analisis detallado. Los resultados de medidas
de angulos de contacto entre una gota de agua bidestilada y la superficie de Cu cambian
desde 90,1° = 0,1 a 66,0° + 0,1 cuando la superficie estuvo en contacto durante 2 h con
medio de cultivo estéril. Consecuentemente, la superficie de Cu cambia sus propiedades de
mojado debido a la adsorcion de moléculas organicas desde la solucion de caldo nutritivo.
A partir de estos resultados, se puede concluir que las propiedades superficiales de los
sustratos se ven modificadas por la presencia de una capa hidrofilica de sustancias
organicas provenientes del medio de cultivo que cambian las propiedades superficiales del
material. Es importante notar que aunque se adsorben moléculas organicas sobre la
superficie de Cu, este hecho no previene la liberacidn de iones toxicos de esta superficie.

Otro hecho que debe considerarse es que durante la transicion desde la adhesion
reversible a irreversible sobre una superficie, las bacterias producen EPS que contiene
diferentes moléculas, desde homopolisacaridos hasta heteropolisacaridos mas complejos.
Si la cantidad de EPS producido por las bacterias es pequefia, la adhesion celular sobre
superficies solidas depende principalmente de las interacciones electrostaticas mientras que
si la cantidad de material producido es importante, la adhesion estard favorecida por
interacciones de las células con dicho material (68). Por lo tanto, la presencia de sustancias

organicas provenientes del medio de cultivo o de EPS disminuiria el efecto de las
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interacciones electrostaticas entre los microorganismos y las superficies solidas y
consecuentemente las mismas no tendrian un papel clave en la organizacién de bacterias
sobre una superficie.

Una inspeccion detallada a la Tabla 6.1 indica que, si bien no existe una
correspondencia entre las propiedades fisicoquimicas y la adherencia microbiana, existe
una buena correlacion entre la organizacion bacteriana y la topografia de los sustratos.
Sobre las superficies de Au-NSa y PBCA-NSa se forman agregados bidimensionales
ordenados de bacterias. La formacion de estructuras bacterianas tridimensionales sobre las
superficies de Cu puede ser interpretada considerando que los iones téxicos de Cu
promueven el apilamiento de los microorganismos para disminuir la cantidad de células en
contacto con la superficie toxica. Por otro lado, las caracteristicas topograficas
superficiales que coinciden con el tamafio del microorganismo (MS1), promueven la
formacion de agregados celulares desorganizados sobre dichas superficies y la posible
inhibicion parcial del movimiento cooperativo microbiano.

También vale la pena destacar que a pesar de que este tipo de microestructura
superficial puede entorpecer la formacion de las estructuras celulares organizadas tipo
rafts, las mismas no evitan la proliferacion y duplicacion de los microorganismos
adheridos a ellas. Puede observarse la evidencia del proceso de duplicacion de bacterias
sobre superficies MS1 en la Figura 6.12.

Los resultados que se presentan en este Capitulo respecto a las células bacterianas
(procariotas) estan en concordancia con publicaciones anteriores sobre la influencia de las
propiedades quimicas y topogréaficas de la superficie en la adhesion de células eucariotas
(4-6, 69-70). Diversas investigaciones han demostrado que sobre sustratos no téxicos, la
topografia se convierte en un factor mas importante que la quimica superficial para la
adhesion y alineacion celular cuando la profundidad de los canales se encuentra en el rango
entre 0,5-1 um (6). En el presente Capitulo, los resultados muestran que las células
bacterianas se comportan de manera similar, independientemente de la naturaleza quimica
del material, cuando la profundidad de los canales es de al menos 0.1 pm y su ancho

similar al didmetro de las bacterias.

147



Capitulo 6 -Efecto de la topografia, composiciéon y caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos sobre la
adhesidén y organizacién espacial de P. fluorescens.

6.4. Conclusiones del presente capitulo.

Los resultados obtenidos a partir de las imagenes AFM y de epifluorescencia
demuestran que la distribucion de bacterias y la estructura de los agregados microbianos
que se forman durante las primeras etapas del desarrollo del biofilm en medios
conteniendo sustancias organicas, esta marcadamente influenciada por la topografia,
rugosidad y toxicidad de las superficies, mientras que no se encontré una relacion clara
entre las propiedades fisicoquimicas superficiales (carga superficial y angulo de contacto)
del sustrato y de las células en las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo.
Efectivamente, los resultados muestran que las células responden de manera analoga frente
a los mismos patrones topogréficos en superficies no tdxicas con propiedades quimicas
distintas. Se observd que independientemente del material, s6lo cuando las dimensiones
caracteristicas del patron topogréafico superficial coincide con el tamafio de la bacteria, se
dificulta la organizacién de los agregados bacterianos. La baja correlacion entre las
propiedades fisicoquimicas, de los sustratos y las células, y la adhesion bacteriana, estaria
asociada a la formacion de una capa de sustancias organicas provenientes del medio de
cultivo y a la produccion de EPS, que cambian las propiedades superficiales originales del

material.
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Capitulo 7

Evaluacion del rol de los flagelos en
las primeras etapas de formacion del
biofilm mediante microscopia de

fuerza atomica.

7.1. Introduccion.

Como ya se mencioné en el Capitulo 1, la segunda y tercera etapa del desarrollo
del biofilm involucra la adhesion de bacterias “pioneras” a una superficie. Para el caso de
bacterias con movilidad propia como P. fluorescens, en esta etapa primero de adhesion
reversible y luego irreversible, se produce el cambio de la movilidad en medio liquido
(swimming) generalmente facilitada por los flagelos, a movilidades tipicas sobre

superficies (swarming o twitching) o a la inmovilizacion o fijacién a sustratos a través de
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sustancias poliméricas extracelulares (1). Debe tenerse en cuenta que la movilidad
microbiana sobre una superficie puede ser un factor de gran incidencia en el tipo de
estructura que adquirird posteriormente el biofilm (2). Aparentemente, en ciertos periodos
del desarrollo del biofilm los microorganismos podrian seleccionar entre dos posibilidades:
la movilidad o la situacion estatica en el biofilm (3).

En un principio, la funcion que se le asignaba a los flagelos solo se asociaba con
la movilidad en medio liquido (swimming) de las bacterias plancténicas. Posteriormente, se
ha considerado que la expresion de los flagelos podria estar relacionada con la regulacion
de diversas propiedades bacterianas tales como la produccion de polisacaridos y la
formacion de biofilms (4-7). Por ejemplo, bacterias mutantes del género Aeromonas que no
tienen el flagelo polar de las bacterias en estado salvaje, han demostrado ser deficientes en
la formacion de biofilms (8). El papel de los flagelos en la formacion de biofilms para las
bacterias del género Pseudomonas ha sido intensamente evaluado y estas bacterias se han
tomado como modelo para dichos estudios, pero aun se encuentran controversias al
respecto. Los autores Sauer, Camper y colaboradores (9) encontraron que sélo se podian
asignar funciones al flagelo en dos periodos durante la formacion del biofilm: en el inicio
del contacto con la superficie y en el proceso de desprendimiento de la bacteria del biofilm,
ya que se ha detectado la presencia de flagelos en biofilms maduros. Por otro lado, Klausen
y colaboradores (10) han reportado que la formacién de microcolonias de P. aeruginosa
ocurre a partir del crecimiento clonal y luego por la migracion sobre la superficie
utilizando flagelos y pilis tipo 1V. Desde el punto de vista genético, se ha demostrado que
un reguldn (grupo de genes regulados por el mismo factor de transcripcion) que se localiza
en la membrana, el MorA, parece controlar el momento en que se desarrolla el flagelo y
afecta la movilidad, la quimiotaxis (quorum sensing) y la formacién de biofilm en varias
especies de Pseudomonas (11). Teniendo en cuenta estos resultados, podria plantearse
como hipotesis que si los apéndices celulares participan en el desarrollo inicial de un
biofilm, su disposicion espacial sobre la superficie podria modificarse por la percepcion de
la presencia de otras bacterias y consecuentemente deberia encontrarse una cierta
orientacion preferencial de los mismos. Surge entonces la siguiente pregunta: ¢juegan los
flagelos algun otro papel, aparte de conferir movilidad, durante las primeras etapas del
contacto del microorganismo con la superficie?. La respuesta a esta pregunta se podria
encontrar utilizando como estrategia la inmovilizacién de bacterias mediante el empleo de

“trampas”’ topogréficas presentes en la superficie de los sustratos. De esta forma, la
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movilidad bacteriana estaria parcialmente restringida sin la necesidad de utilizar
tratamientos quimicos que podrian alterar el mecanismo de formacion del biofilm.

Se han ensayado diversos métodos mecanicos para atrapar microorganismos sobre
superficies de distinta naturaleza, entre ellos pueden mencionarse las membranas de
policarbonato para filtrado (se han utilizado para atrapar células individuales sin la
utilizacion de compuestos quimicos) (12) y las superficies topograficamente modificadas
mediante litografia (para atrapar células cocoides) (13). En el caso de Pseudomonas, se
necesita una superficie con caracteristicas estructurales dimensionalmente similares al
tamafio de la bacteria para lograr atraparlas, sin impedir su reproduccion. En el presente
Capitulo se describe la utilizacién de sustratos microestructurados (MS1) como un método
novedoso para impedir temporalmente la movilizacion de P. fluorescens sobre superficies
solidas inertes y permitir el analisis del comportamiento de los flagelos en esta situacion.

Entre los métodos tradicionales que permiten la visualizacion de los flagelos esta
la microscopia de fluorescencia y las microscopias TEM y SEM. Cada uno de ellos
involucra diversos tratamientos invasivos (14) como por ejemplo la fijacion con
glutaraldehido y la marcacion con fluor6foros (15-16). La microscopia AFM, en cambio,
permite estudiar las primeras etapas de la formacién de biofilms (17-20) con resolucion en
la nanoescala y con minimos o incluso ningun pretratamiento de la muestra. La ausencia de
tratamientos quimicos permite analizar la disposicion espacial de los flagelos sobre las
distintas superficies sin interferencias.

Por lo antes expuesto, el objetivo de los siguientes ensayos fue investigar,
mediante el uso de AFM y sustratos microestructurados Au-MS1 y PBCA-MSL1, sin
tratamiento previo de la muestra, si existe otra funcién, aparte de la movilidad, del flagelo
de P. fluorescens durante las primeras etapas de formacion de biofilms. En particular, se
han analizado las interacciones entre bacterias vecinas sobre dichas superficies evaluando
estadisticamente la posibilidad de una orientacion preferencial de los flagelos. Las
conclusiones obtenidas fueron comparadas con los resultados encontrados utilizando
superficies de Au-NSa y PBCA-NSa en donde la movilidad bacteriana no se encuentra
restringida. Por otra parte, también se analizé la disposicion espacial de flagelos sobre una
superficie de Cu-NSa (de caracteristicas toxicas).

La cepa utilizada para todos los ensayos fue P. fluorescens cuyas caracteristicas
fueron descriptas en forma detallada en el Capitulo 5. La formacién del biofilm se

desarroll6 segun la metodologia descripta en el Capitulo 5. Después de 24 h de crecimiento
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del cultivo de P. fluorescens, los diferentes sustratos fueron colocados en el cultivo para
que se formara un biofilm sobre la superficie. Los mismos fueron sumergidos durante
diferentes tiempos (30 min y 2 h). Durante los ensayos, los sustratos NSa y MS1 fueron
sumergidos simultdneamente (en el mismo medio de cultivo y bajo idénticas condiciones)
de manera de obtener resultados comparables y se compararon las respuestas bioldgicas a
las variaciones topogréficas de las superficies. Después del periodo de inmersion, los
sustratos fueron removidos, se realizaron varios enjuagues con agua bidestilada estéril y
por ultimo fueron secados al aire (70% de humedad relativa). Los ensayos se realizaron por
duplicado y fueron repetidos tres veces en forma independiente y las longitudes de las
celulas fueron analizadas estadisticamente en las iméagenes microscopicas.

Como ya se ha mencionado, la caracterizacion del proceso de adhesion bacteriana
se realizd principalmente mediante AFM. También se emple6 un microscopio electrénico
de barrido FEI Quanta 200, operado bajo condiciones de alto vacio, a 15 kV. En este caso
las muestras fueron secadas bajo atmdsfera de nitrogeno y cubiertas por una capa de Au
(Sputter Coater Edwards S150B) antes de ser analizadas.

Ocasionalmente, las células fueron tefiidas con naranja de acridina y analizadas
mediante epifluorescencia.

Las caracteristicas topograficas de los sustratos empleados en este capitulo de la
tesis fueron detalladas extensamente en el Capitulo 3.

7.2. Analisis de ubicacion y orientacion de flagelos en

superficies MS1.

El analisis de las imagenes AFM confirma que, tal como se observé previamente
en ensayos con este tipo de sustratos, hay un namero significativo de células atrapadas en
los canales de las superficies MS1. En las imagenes correspondientes a las Figuras 7.1a y
7.1b se observan bacterias aisladas (las bacterias mas proximas estdn a mas de 10 pm)
cuyos flagelos son curvos, sin ninguna orientacion preferencial, sobre superficies Au-MS1
y PBCA-MS1 respectivamente. Los graficos que se encuentran en los recuadros blancos de
la Figura 7.1 corresponden a las secciones transversales de las imagenes AFM en las cuales
puede observarse claramente (flechas negras discontinuas) que las bacterias se encuentran

confinadas dentro de los canales.
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400.0nm

Figura 7.1. Imagenes AFM en modo contacto de sustratos de Au-MS1 y PBCA-MS1 expuestos a un cultivo de P.
fluorescens durante 30 min. (a) Bacteria aislada atrapada en una superficie de PBCA-MS1. El grafico insertado
muestra el corte transversal de la imagen. La flecha negra discontinua indica la posicién de las bacterias dentro
del canal. (b) Imagen AFM (con filtro de paso alto). La flecha negra indica un flagelo sin orientacién preferencial.
(c) Bacteria aislada atrapada en una superficie de Au-MS1. El grafico insertado muestra el corte transversal de la
imagen. (d) Correspondiente imagen con filtro de paso alto de la Figura (c). La flecha negra muestra también la
presencia de un flagelo sin orientacién preferencial.

En la Figura 7.2a pueden observarse algunas bacterias que se encuentran
atrapadas en los canales topograficos de Au rodeadas por otras bacterias a distancias
menores de 5 um. Es importante destacar que el largo promedio de estas bacterias (1,35 +
0,31 um) es menor que el de las bacterias planctonicas (1,86 + 0,60 um). En la Figura 7.2b
(flechas blancas), puede observarse que aquellas bacterias que no se ubican dentro de los
canales son méas largas (> 2 um) que los microorganismos atrapados y que las
correspondientes planctonicas. Otro punto interesante que vale la pena considerar es el
hecho de que el contacto lateral entre células que se necesita para formar agregados mas
numerosos de bacterias sélo puede lograrse si las bacterias se ubican en direccion oblicua o
perpendicular a la direccion de los canales. A partir de las imagenes de seccién transversal
(2 en la Figura 7.2c) es evidente que los grupos de bacterias ubicados perpendicularmente
a la direccion de los canales se encuentran por encima de las crestas de la superficie,
mientras que las células ubicadas en la direccion de los canales estan dentro de los mismos.
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Cabe destacar también, que los flagelos parecen percibir la presencia de las bacterias que
se encuentran proximas debido a que los mismos se orientan preferencialmente en dichas
direcciones (flechas negras en las Figuras 7.2a y 7.2b). La Figura 7.2a es una imagen
tridimensional en donde se evidencia la posicion confinada de la bacteria en la superficie
MS1 y la direccionalidad de los flagelos. Es importante destacar que el mismo tipo de
distribucion de flagelos y bacterias se observa en las superficies PBCA-MS1.

(d)

00 Height 1591:'\.

Figura 7.2 Imdagenes AFM en modo contacto de P. fluorescens adheridas a un sustrato de Au-MS1. (a) Imagen
tridimensional mostrando bacterias atrapadas en el canal superficial y la direccionalidad de los flagelos (flechas
negras) (30 min de exposicién en un cultivo de P. fluorescens). (b) La imagen AFM (con filtro de paso alto)
muestra algunas bacterias aisladas, atrapadas en diferentes canales de la superficie de Au y grupos de células
ubicadas perpendicularmente a la direcciéon de la microestructura. Los flagelos se encuentran orientados hacia
las células vecinas (flechas negras). Las flechas blancas muestran la elongaciéon de ciertas bacterias (2 h de
exposicién a un cultivo de P. fluorescens). (c) Bacterias confinadas dentro de los canales de la superficie (1) y un
grupo de bacterias que se ubica en direccion perpendicular a la direccion de los canales superficiales sobre la
superficie (2) (2 h de exposicion a un cultivo de P. fluorescens). (d) Cortes transversales de la Figura (c).

Cuando los flagelos se encuentran cercanos a una bacteria (Figura 7.3), estos son
capaces de hacer contacto con los microorganismos cercanos Yy rodearlos (flechas negras).
Los flagelos parecen quedar pegados a la superficie microbiana a través de EPS. Esta
posicion fija alrededor de las células podria favorecer el movimiento bacteriano para
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abandonar el canal del sustrato y unirse a los grupos de bacterias vecinos (bacterias
atrapadas ubicadas en forma ligeramente oblicua al canal en la Figura 7.3).

Figura 7.3 Imagen AFM en modo contacto (con filtro de paso alto) de una superficie de Au-MS1 (30 min de
exposicién a un cultivo de P. fluorescens). Las flechas negras sefialan los flagelos que rodean a las bacterias. El
recuadro superior muestra la presencia de pilis (puntos brillantes alrededor de las bacterias). La flecha roja
muestra una bacteria atrapada, ligeramente inclinada, como si tratara de salir del canal.

En el recuadro superior de la Figura 7.3 puede observarse la presencia de algunos
pilis. Se ha sugerido que los pilis tipo 1V (21) pueden extenderse y contraerse haciendo que
la bacteria se desplace sobre la superficie. En el caso de las superficies MS1, parece que
estos apéndices (figura inserta en la Figura 7.3) capaces de efectuar movimientos de
extension y contraccion para impulsar al microorganismo a través de la superficie, tienen
un papel importante cuando las bacterias tratan de salir de los canales superficiales y
cuando las bacterias no atrapadas se desplazan sobre la superficie microestructurada.

Como ya se ha mencionado en el Capitulo 6, esta generalmente aceptado que la
deshumectacion (dewetting) tiene una fuerte influencia sobre la distribucion de coloides
sobre superficies (22-24). Las bacterias en cambio, debido a la presencia de los apéndices
celulares, pueden cambiar su posicion y autoorganizarse durante el proceso de adhesion y
consecuentemente, sus comportamientos son significativamente diferentes a los de las
particulas coloidales (25). Tal como se describe en el Capitulo 6, se realizaron experiencias
manteniendo el sustrato siempre sumergido en medio acuoso de modo de evitar el
dewetting y observando que la distribucion de células a través de microscopia de
epifluorescencia era similar tanto en condiciones de 70 % de humedad relativa como en

sustratos permanentemente mojados.
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Si bien se han realizado algunas experiencias utilizando AFM en liquidos para
obtener imagenes de flagelos, no fue posible obtener imégenes nitidas bajo dichas
condiciones, en concordancia con reportes anteriores (26). Debe destacarse que no se han
empleado tratamientos quimicos para inmovilizar a las bacterias, evitando afectar el
comportamiento de los flagelos. En acuerdo con nuestros resultados, los autores Doktycz y
colaboradores (26) han demostrado que los flagelos pudieron visualizarse por microscopia
de fuerza atomica en aire pero no asi en liquido. Ellos explicaron dichas observaciones
considerando que si los flagelos no podian visualizarse era debido a que en medio liquido
no se encontraban rigidamente inmovilizados y cambiaban su posicion durante la medida
debido a fuerzas ejercidas por la punta del AFM. Ademas, debe considerarse que las
alteraciones hidrodindmicas generadas por el barrido de la punta sobre la superficie
podrian reposicionar al flagelo. Los flagelos de otros microorganismos, como
Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli y Bacillus subtilis, tampoco pudieron ser
observados en medio liquido con el AFM (27-28). Por lo tanto, podria concluirse que para
sistemas biologicos la resolucion de AFM en medio liquido es menor que en aire debido a
las interacciones de los apéndices bacterianos con la punta del microscopio. Algunos
autores han empleado cubrimientos superficiales (poli-L-lisina) que les han permitido
inmovilizar y observar pilis y flagelos utilizando microscopia de fuerza atbmica en modo
tapping (29). Es interesante notar que en las imagenes mostradas en dichos trabajos, los
flagelos se encuentran orientados hacia las células préximas, al igual que los resultados que
se obtuvieron en este trabajo (sin embargo los autores no han analizado dicho
comportamiento diferencial). Consecuentemente, es valido concluir que la deshidratacion
durante la observacién bajo condiciones ambientales no tiene una influencia apreciable en
la orientacion de los flagelos. Sin embargo, el efecto de los cubrimientos superficiales
(utilizados por otros autores) sobre la orientacion de los microorganismos y sus apéndices

celulares aun no se conoce completamente.
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7.3. Analisis de ubicacién y orientacion de flagelos en

superficies NSa.

La influencia de las caracteristicas microestructurales del sustrato sobre el
comportamiento bacteriano individual y grupal y la participacion de los flagelos durante el
proceso de agregacion se puede evaluar a través de la comparacion de las Figuras 7.3 (Au-
MS1) y 7.4 (Au-NSa). En la Figura 7.4, se observan agregados bacterianos formados
durante las primeras etapas de formacion de biofilms en superficies NSa de Au y PBCA.
Se han observado resultados similares en algunos trabajos de los autores Lawrence y
Cadwell utilizando microscopia por contraste de fases y un sustrato liso y transparente
(30). Los resultados que aqui se reportan, muestran que el proceso de auto-organizacion
espacial microbiana involucra varias etapas (Figura 7.4): division celular (1); separacion
de las células y movimiento para conectarse lateralmente (2); deslizamiento de las células
para formar pequefios grupos organizados (3). Estos procesos se repiten en el tiempo para
formar grupos mas grandes y unirse a otros (4). La Figura 7.4b revela el mismo tipo de
estrategia para la formacion de agregados organizados de microorganismos sobre
superficies PBCA-NSa. Las iméagenes de epifluorescencia e imagenes SEM (Figura 7.4c y
7.4d) de los sustratos Au-NSa muestran la formacion del mismo tipo de estructuras
bacterianas que las descriptas anteriormente. En el recuadro superior de las Figuras 7.4 d se
observa la presencia de pilis que estan interconectando a las células, dando cuenta de su

participacién en los procesos de agregacion bacteriana.

163



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante
microscopia de fuerza atémica.

Figura 7.4. (a) Imagen AFM en modo contacto (con filtro paso alto) de una superficie de Au-NSa mostrando las
primeras etapas de la organizacidon bacteriana. Las flechas negras indican los flagelos interconectando las
células. (b) Imagen AFM en modo contacto (con filtro paso alto) de una superficie de PBCA-NSa en donde se
puede observar el mismo tipo de organizacién microbiana y los flagelos (flechas negras). (c) Imagen de
epifluorescencia de P. fluorescens tefiidas con naranja de acridina sobre una superficie de Au-NSa (Objetivo 100
X). Las flechas blancas indican los grupos de células que se ordenan lateralmente para formar grupos
organizados. (d) Imagen SEM de una superficie de Au-NSa mostrando grupos de bacterias ordenados sobre la
superficie. En el recuadro superior se observan pilis interconectando a las células (flechas negras). Todos los
sustratos estuvieron expuestos durante 30 min a un cultivo de P. fluorescens.

Los flagelos que se encuentran conectando a grupos de bacterias son claramente
visibles en las imagenes AFM (Figuras 7.4a y 7.4b). No obstante, estos apéndices
bacterianos no pudieron ser detectados en las imagenes SEM ni en las imégenes de
epifluorescencia (Figura 7.4c y 7.4d).

Se ha realizado un andlisis estadistico teniendo en cuenta la orientacion de los
flagelos sobre superficies de NSa y MS1 de Au y PBCA (Figura 7.5) con el objeto de
determinar si la orientacién de los mismos es aleatoria o preferencial. Mediante este
analisis se observo que sobre todas las superficies de Auy PBCA, tanto las superficies con
microestructura como aquéllas sin patron topografico (MS1 y NSa respectivamente), la
mayoria de los flagelos se encuentran orientados en la direccion de alguna bacteria
préxima y solo un bajo porcentaje muestra direcciones aleatorias. Se considera que estan
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“orientados” hacia la bacteria cuando estdn dirigidos hacia ella con desviaciones no

mayores que 10°.
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Figura 7.5. Porcentaje de flagelos con una direccién preferencial hacia bacterias préximas (flagelos orientados).
Comparacion de los resultados obtenidos con las bacterias adheridas a los diferentes sustratos.

Es importante notar que los flagelos no desaparecen cuando los pequefios grupos
de bacterias evolucionan hacia grandes estructuras organizadas (Figuras 7.6a y 7.6b), tal
como ocurre cuando dejan de tener funciones especificas. Podria suponerse entonces que
éstos pueden desempefiar en dicha etapa roles determinados (9) tales como la conexién
entre células dentro de los agregados (rafts) y el deslizamiento del raft sobre la superficie.
Las Figuras 7.6a y 7.6b muestran la formacién de grandes agregados bacterianos con
flagelos curvos, en forma de lazos, alrededor de los mismos, sobre sustratos de Au-NSa y
PBCA-NSa. Este tipo de estructuras microbianas no ha sido encontrado en los sustratos
MS1, después del mismo tiempo de exposicién al cultivo de bacterias.
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Figura 7. 6 (a) Imagen AFM en modo contacto de una superficie de Au-NSa en donde se pueden observar los
agregados bacterianos tipo raft. Las flechas negras indican la presencia de flagelos curvos. (b) Imagen AFM en
modo contacto de una superficie de PBCA-NSa y el mismo tipo de agregado microbiano. Ambos sustratos
fueron expuestos durante 30 min a un cultivo de P. fluorescens.

El mismo tipo de distribucion de flagelos orientados ha sido encontrada por otros
autores al analizar los bordes y el centro de colonias tipo swarm de P. aeruginosa que
crecian sobre agar (16). Por lo tanto, se puede especular que la distribucion de flagelos
sobre las superficies solidas podria estar involucrada en la sefializacién y conexion entre
células que facilitan el proceso de agregacion. Un punto interesante que vale la pena
mencionar es que se ha reportado que la velocidad de traslado de las células que se
encuentran muy proximas a otras es siete veces mayor que la de aquellas bacterias que se
encuentran aisladas (31). Esta podria ser una de las motivaciones para la formacion de los
agregados microbianos. Otros autores también coinciden en sefialar que las estructuras
bacterianas tipo raft similares a las que muestra la Figura 7.6 favorecen el movimiento
sobre la superficie (16). En distintas publicaciones se han mostrado también imagenes
AFM de flagelos y pilis de Myxococcus xanths y Salmonella typhimurium (17, 19) pero sin
analizar la orientacion de los mismos. Los resultados que se describen en el presente
capitulo indican que las células adheridas tanto a las superficies MS1 como a las NSa
parecen estar interconectadas a través de los flagelos que a su vez podrian facilitar el
contacto y comunicacion entre las mismas y la agregacion con otras células.

Por otro lado, se ha establecido que las bacterias sésiles utilizan una gran variedad
de estrategias para intercambiar informacion, entre las que se pueden mencionar la
liberacion de moléculas sefializadoras (quorum sensing) y las cascadas de sefiales durante

la regulacion genética dependientes del contacto lateral entre células. Las bacterias que se
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encuentran dentro de un biofilm pueden utilizar este tipo de sefiales como estrategia para
modular su crecimiento y su comportamiento social (21). En este contexto, también se ha
considerado que puede ser factible que los flagelos y pilis puedan participar en
comunicaciones inter-bacterianas. Ademas, se han reportado varias estrategias de
transferencia electronica extracelular mediante pilis conductivos conocidos como
nanowires (32) tal como se menciona méas adelante. Consecuentemente, futuras
investigaciones dentro de esta area pueden generar novedosas estrategias para el control de
los biofilms.

Nuestros resultados han demostrado que la adhesién bacteriana es diferente
durante las primeras etapas de formacion de biofilms segin el proceso ocurra en una
superficie toxica, como el Cu, o en una superficie inerte como el Au (Capitulo 6). Aunque
pueden observarse flagelos durante las primeras etapas de adhesién celular sobre
superficies de Cu (Figura 7.7a), los mismos no fueron visibles en etapas posteriores. Los
flagelos presentes en esta superficie no parecen estar mayoritariamente orientados (flechas
blancas en Figura 7.7a y datos estadisticos de la Figura 7.5) y otros parecen estar
direccionados pero no llegan a rodear a las células cercanas (flechas negras). De hecho,
solo el 65 + 13 % de las bacterias adheridas sobre Cu presenta flagelos, mientras que en Au
y PBCA el 83 4 % yel 8 =7 % de los microorganismos adheridos presentan flagelos
respectivamente. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la presencia de los productos de
corrosion de Cu pueden dificultar la observacion de apéndices celulares tan delgados.
Ademas, cabe mencionar que tampoco se observan las tipicas estructuras bacterianas
organizadas que se evidenciaron sobre las superficies Au-NSa y PBCA-NSa. Por el
contrario, se observd la presencia de agregados tridimensionales sin ningun tipo de
organizacion para el desplazamiento (Figura 7.7b) donde no se pudo distinguir la presencia
de flagelos. El proceso de agregacion ordenado de bacterias y los movimientos

cooperativos parecen estar restringidos debido a la naturaleza tdxica de la superficie.
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Figura 7.7. Imagenes AFM en modo contacto (con filtro highpass) de P. fluorescens adheridas a una superficie
Cu-NSa que estuvo expuesta durante 2 h en el cultivo bacteriano. (a) Las flechas negras muestran flagelos
conectando a dos células sin rodearlas. La flecha blanca muestra un flagelo que no esta orientado hacia ninguna
célula vecina. (b) Estructura microbiana 3D de P. fluorescens, los agregados bacterianos tipo raft no fueron
evidentes.

7.4. Transferencia electronica a travées de flagelos

(nanowires).

En las secciones precedentes, se ha demostrado que los flagelos cumplen cierto
rol en el proceso de agregacion. Cabe preguntarse qué tipo de interacciones seria capaz de
realizar. Al respecto es interesante destacar que en una serie de trabajos recientes se ha
reportado la presencia de pilis/flagelos conductores, mas conocidos como nanowires,
primeramente en bacterias de la especie Geobacter sulfurreducens (33) (reductores de
Oxido de hierro) y luego en Shewanella y otros microorganismos (34). Para investigar la
conductividad eléctrica en los apéndices celulares se utilizd la microscopia c-AFM. En el
caso de las bacterias Geobacter sulfurreducens, la formacion de los nanowires depende de
las condiciones del cultivo durante el crecimiento. Para el caso de Shewanella oneidensis
MR-1 estos flagelos conductores se forman cuando el crecimiento transcurre en un medio
bajo limitacién de aceptores de electrones (34). La naturaleza del material conductivo en
estos apéndices asi como el mecanismo de transferencia electronica no se conocen en

profundidad. Los flagelos conductores se encuentran fijos en el periplasma (region
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comprendida entre la membrana citoplasmatica y el exterior) y en la membrana exterior de
las bacterias Gram-negativas y tienen un didmetro entre 50-150 nm.

Resulta de interés mencionar que también se han descubierto apéndices celulares
conductivos en otros grupos bacterianos que no son reductores de Oxido de hierro
insoluble, como por ejemplo la bacteria fototropica Synechocystis PCC6803 y la bacteria
fermentativa Pelotomaculum thermopropionicum (34). Estos ultimos hallazgos hacen
suponer que muchas otras especies de microorganismos podrian ser capaces de producir
apéndices conductores. Actualmente, algunos autores también sostienen que estas
estructuras extracelulares que conectan a las bacterias forman complejas comunidades
integradas y podrian facilitar la transferencia electronica entre microorganismos (33). Este
tipo de conexidn electrénica entre bacterias podria funcionar como una nueva estrategia de
comunicacion (35). Por otra parte, cabe mencionar que se ha reportado que en condiciones
de densidades celulares bajas, ciertos nanowires forman redes electrénicas que
interconectan a las células, haciendo que las mismas se acerquen, mientras que cuando la
densidad celular es muy alta el tipo de comunicacion que se establece es de tipo quimico
(quorum sensing) (35).

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos resulta de sumo interés evaluar si
los flagelos observados por microscopia de fuerza atdmica en este trabajo de Tesis
presentan caracteristicas conductoras similares a los nanowires de los trabajos
mencionados anteriormente (32). Con ese proposito, se realizaron ensayos de c-AFM cuya
técnica fue descripta en el Capitulo 2. Para ello se repitieron las condiciones
experimentales de los ensayos de adhesién mencionadas anteriormente y se empleé como
sustrato una superficie de Au-NSa. En esta seccién se muestran resultados preliminares de
estos ensayos que por sus posibles implicancias, vale la pena describirlos. Los mismos
estan siendo completados en la actualidad a través de la cooperacion que se mantiene con
el laboratorio dirigido por el Dr. A. Hernandez Creus, de la Universidad de La Laguna.

En la Figura 7.8a, se observa una imagen AFM en modo deflexion
correspondiente a flagelos de P. fluorescens. Para conseguir un registro de sefial de
corriente en c-AFM de alguno de los flagelos, se escane6 una pequefia zona de la imagen
(circulo negro en la Figura 7.8a). Posteriormente, se aplicé un voltaje de 50 mV a la punta
del microscopio y se registro tanto la imagen topografica (Figura 7.8b) como también la
imagen que registra la sefial de corriente correspondiente (Figura 7.8c) frente al voltaje

aplicado. Cabe mencionar que en la Figura 7.8b, las zonas brillantes corresponden a zonas
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mas altas de la imagen mientras que las regiones brillantes en la Figura 7.8c corresponden
a zonas con mayor sefial de corriente.
En la Figura 7.8b se puede observar la imagen topogréafica de uno de los flagelos

(flecha negra).

Figure 7.8. (a) Imagen AFM en modo deflexion (6 um x 6 pym) en donde se observan bacterias con flagelos sobre
una superficie de Au-NSa. (b) Imagen AFM en modo contacto (600 nm x 600 nm) en donde se observa parte de
un flagelo (flecha negra) (c) Imagen AFM en donde se observa el registro de corriente relativo a la imagen
topografica. Las zonas brillantes corresponden a las regiones conductoras. La flecha blanca indica la zona en
donde se encuentra el flagelo.

Como se puede observar en la Figura 7.8c, no se registra sefial de corriente en la
zona correspondiente al flagelo. Debido a que el sustrato de Au, sobre el que estan
adheridos las bacterias y sus flagelos, es un muy buen conductor, podria ocurrir que la
pequefia sefial eléctrica que eventualmente proviniera del flagelo se encuentre enmascarada
por la elevada sefial del sustrato.

Por otra parte puede observarse en la imagen de corriente (Figura 7.8c) que sélo

alguna zonas del sustrato de Au responden frente al voltaje aplicado. Esto puede explicarse
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si se considera que el sustrato se cubre de una capa de material orgénico proveniente del
medio de cultivo (Capitulo 1 y Capitulo 4) y de la produccion de EPS. De esta manera,
solo los granos de Au que no se encuentran cubiertos por este material organico serian
capaces de registrar una sefial de corriente (zonas brillantes en la Figura 7.8c).

Para eliminar la interferencia de la alta conductividad y topografia del sustrato de
Au, se repitieron los experimentos utilizando como sustrato grafito pirolitico altamente
orientado (HOPG), que es usualmente utilizado como superficie plana modelo (36-38). En
la Figura 7.9 se muestra una imagen AFM topografica (a) y su correspondiente imagen de
deflexién (b). Puede observarse que la superficie estd cubierta por una capa discontinua,
que por sus caracteristicas podria atribuirse a materia organica proveniente del medio de

cultivo y EPS.

140.0mV

0.0 1: Height 4.0 pm 0.0 3: Deflection Emor

Figure 7.9. (a) Imagen AFM en modo contacto (modo topografico) (4 pm x 4 ym) en donde se observa parte de
un flagelo bacteriano y la superficie de HOPG parcialmente cubierta por material organico proveniente del medio
de cultivo y EPS. (b) Correspondiente imagen AFM en modo contacto (modo deflexion)

Un detalle de la imagen (Figura 7.10) muestra el flagelo apoyado sobre este
material. La imagen de c-AFM (Figura 7.10 c¢) muestra que no existe sefial de corriente en
las regiones cubiertas por materia organica, demostrando que el material adsorbido sobre la

superficie actia como capa aislante entre el sustrato y el flagelo.
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b 60.0mV

0.0 1: Height 1.0 ym 0.0 3: Deflection Emor 1.0um

0.0 2: C-AFM Current 1.0 ym

Figure 7.10. (a) Imagen AFM en modo contacto (modo topografico) (1 ym x 1 ym) en donde se observa en
detalle parte de un flagelo bacteriano y la superficie de HOPG cubierta por cimulos de material organico. (b)
Correspondiente imagen AFM en modo contacto (modo deflexidn). (c) Correspondiente imagen c-AFM que
registra la sefal de corriente de la muestra. Puede observarse que la sefial de corriente es nula sobre la zona
correspondiente al cimulo de material organico y al flagelo.

Cabe destacar que en las imagenes correspondientes a la superficie Au-Nsa
(Figura 7.8), no se evidencia la presencia de cimulos de material organico sobre la
superficie, tal como se observa para el HOPG (Figuras 7.9 y 7.10). Esto podria deberse a
que sobre el Au se forma una capa mas uniforme de material organico. De hecho, la
afinidad de las proteinas por Au es mucho mayor que por el HOPG (39). Estos resultados
demuestran la dificultad en el registro de la posible sefial de corriente proveniente del
flagelo debido a la adsorcion de material organico sobre la superficie.

Con el objetivo de registrar alguna posible sefial de corriente proveniente del
flagelo (es decir comprobar si se comporta como un nanowire) sin la interferencia de la

alta sefial de corriente de los granos de Au, se deshabilitd el barrido de la punta del
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microscopio sobre el eje Y de la imagen en una region en la que parece no haber materia
orgénica entre el flagelo y el sustrato. De esta manera, el registro que se obtiene proviene
del barrido consecutivo sobre una misma linea del eje X, es decir, sobre una misma
porcion del flagelo (Figura 7.11). La Figura 7.11a corresponde a la imagen topogréfica,
mientras que la Figura 7.11b corresponde al registro de corriente. Mediante el empleo de
esta técnica de escaneo pudo registrarse una pequefia sefial de corriente proveniente del
flagelo. En la imagen topografica se observa que la altura del flagelo (flecha azul en la
Figura 7.11a) es mayor que la correspondiente a uno de los granos de Au (flecha verde en
la Figura 7.11b). Sin embargo, la sefial de corriente es mucho mayor para el pequefio grano
de Au que para el flagelo. Esto explica la dificultad en el registro de la sefial de

conductividad eléctrica cuando el sustrato empleado es de Au.
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Figure 7.11. (@) Imagen c-AFM topografica de Au-NSa en donde se deshabilité el barrido sobre el eje Y. La flecha
azul indica el flagelo, mientras que la flecha verde indica uno de los granos de Au de la superficie. (b) Imagen
que registrd la sefial de corriente correspondiente a la imagen (a). (¢) Grafico en donde se observan los perfiles
topograficos y de corriente. Los circulos azules indican la zona donde se encuentra el flagelo mientras que los
circulos verdes la zona donde se encuentra el grano de Au.

En el grafico de la Figura 7.11c se comparan los perfiles topograficos (linea

negra) con los perfiles de corriente eléctrica (linea roja) para la imagen AFM obtenida.
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Puede observarse claramente la diferencia de tamafio entre la sefial topogréfica y la de
corriente para el flagelo (circulos azules) y para el caso del grano de Au (circulos verdes).
Si bien es pequefia, la sefial del flagelo indicaria cierta conductividad.

En la Tabla 7.1, se muestran los datos cuantitativos relacionados con estas

marcadas diferencias.

Tabla 7.1. Altura y corriente del flagelo y del grano de Au frente a un voltaje aplicado

50 mV

456 = 12 pA 83 +5 pA

3,8 £ 2,0 nm 12,6 £3,1 nm

Los datos de la Tabla 7.1 indican que a pesar de que la intensidad de la sefial de
corriente para el grano de Au es muy grande, el flagelo también generd una sefial de
corriente frente al voltaje aplicado demostrando su capacidad de conducir corriente
(nanowire). Ademas, cabe resaltar que la magnitud de la corriente medida para los flagelos
de P. fluorescens (83 = 5 pA, con un voltaje aplicado de 50 mV) es coherente con los
valores obtenidos en trabajos anteriores (33).

Los resultados preliminares descriptos arriba seran completados con experimentos
en los que se evite la interferencia de materia organica. Para ello se han preparado sustratos
en los que las bacterias se adhieren a partir de una resuspension de las mismas desde PBS,

los que serén analizados en un futuro préximo.

7.5. Conclusiones del presente capitulo.

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la utilizacion de AFM y
el uso de sustratos microestructurados (con dimensiones topograficas que coincidan con el
tamano de las bacterias) son técnicas muy poderosas para investigar los posibles roles de
los flagelos sobre los sustratos durante las primeras etapas de formacion de biofilms sin

recurrir al empleo de tratamientos quimicos. Resulta importante destacar que las respuestas

174



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante
microscopia de fuerza atémica.

obtenidas sobre materiales inertes fueron independientes del sustrato empleado ya que se
han utilizado dos tipos de materiales (metal noble y polimero) para preparar las superficies
microestructuradas y se observaron respuestas biologicas similares.

Los resultados indican que los flagelos no se encuentran orientados al azar sobre
las superficies en ninguno de los sustratos de Auy PBCA empleados (MS1 y NSa). Por el
contrario, éstos se encuentran mayoritariamente direccionados hacia las células mas
proximas, haciendo contacto, rodeandolas y, probablemente, participando en la
sefializacion y facilitando el proceso de agregacion durante las primeras etapas de adhesion
bacteriana. Esto indicaria un rol especifico, aparte de la movilidad individual, durante las
primeras etapas de formacion de la biopelicula.

Cuando se forman estructuras microbianas tipo rafts sobre los sustratos NSa, se ha
observado alrededor de las mismas, la presencia de flagelos curvos que forman lazos. Estos
flagelos podrian facilitar la conexion de células dentro del raft y/o el desplazamiento del
agregado sobre la superficie.

Por el contrario, sobre la superficie toxica de Cu, la presencia de apéndices
celulares y la formacién de agregados tipo raft es menos evidente. En general, aquellos
flagelos que se encuentran sobre la superficie no presentan una orientacion preferencial,
indicando que sobre este sustrato no puede asignarse a los flagelos una funcién relacionada
con la agrupacion de bacterias en estructuras bidimensionales.

Por ultimo, experiencias preliminares mostraron que algunos de los flagelos que
conectan a las células serian capaces conducir la corriente eléctrica en la escala
nanométrica (nanowire), tal como se ha demostrado a través del registro de una sefial de
corriente eléctrica medida mediante c-AFM. De confirmarse este resultado a través de
experiencias en curso podrian asignarse distintos roles a los flagelos que implicarian el uso

de esta capacidad.

175



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante

microscopia de fuerza atémica.

Referencias Bibliograficas

1.

10.

Katsikogianni, M., Missirlis, Y. F., Harris, L., y Douglas, J. (2004) Concise review
of mechanisms of bacterial adhesion to biomaterials and of techniques used in
estimating bacteria-material interactions, European Cells and Materials 8, 37-57.
Parsek, M. R., y Tolker-Nielsen, T. (2008) Pattern formation in Pseudomonas
aeruginosa biofilms, Curr Opin Microbiol 11, 560-566.

Verstraeten, N., Braeken, K., Debkumari, B., Fauvart, M., Fransaer, J., Vermant, J.,
y Michiels, J. (2008) Living on a surface: swarming and biofilm formation, Trends
Microbiol 16, 496-506.

Kirov, S. M. (2003) Bacteria that express lateral flagella enable dissection of the
multifunctional roles of flagella in pathogenesis, FEMS Microbiology Letters 224,
151-159.

Li, Y. Q., Wan, D. S,, Huang, S. S., Leng, F. F., Yan, L., Ni, Y. Q., y Li, H. Y.
(2010) Type IV pili of Acidithiobacillus ferrooxidans are necessary for sliding,
twitching motility, and adherence, Curr Microbiol 60, 17-24.

O'Toole, G. A., y Kolter, R. (1998) Flagellar and twitching motility are necessary
for Pseudomonas aeruginosa biofilm development, Mol Microbiol 30, 295-304.
Rosenau, F., Isenhardt, S., Gdynia, A., Tielker, D., Schmidt, E., Tielen, P.,
Schobert, M., Jahn, D., Wilhelm, S., y Jaeger, K. E. (2010) Lipase LipC affects
motility, biofilm formation and rhamnolipid production in Pseudomonas
aeruginosa, FEMS Microbiol Lett 309, 25-34.

Kirov, S. M., Castrisios, M., y Shaw, J. G. (2004) Aeromonas flagella (Polar and
Lateral) are enterocyte adhesins that contribute to biofilm formation on surfaces,
Infect. Immun. 72, 1939-1945.

Sauer, K., Camper, A. K., Ehrlich, G. D., Costerton, J. W., y Davies, D. G. (2002)
Pseudomonas aeruginosa displays multiple phenotypes during development as a
biofilm, J. Bacteriol. 184, 1140-1154.

Klausen, M., Aaes-Jgrgensen, A., Molin, S., y Tolker-Nielsen, T. (2003)
Involvement of bacterial migration in the development of complex multicellular
structures in Pseudomonas aeruginosa biofilms, Molecular Microbiology 50, 61-
68.

176



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

microscopia de fuerza atémica.

Choy, W. K., Zhou, L., Syn, C. K., Zhang, L. H., y Swarup, S. (2004) MorA
defines a new class of regulators affecting flagellar development and biofilm
formation in diverse Pseudomonas species, J Bacteriol 186, 7221-7228.

Touhami, A., Jericho, M. H., y Beveridge, T. J. (2004) Atomic force microscopy of
cell growth and division in Staphylococcus aureus, J Bacteriol 186, 3286-3295.
Kailas, L., Ratcliffe, E. C., Hayhurst, E. J., Walker, M. G., Foster, S. J., y Hobbs, J.
K. (2009) Immobilizing live bacteria for AFM imaging of cellular processes,
Ultramicroscopy 109, 775-780.

Costello, J., Blaize, J., L' Amoreaux, W., McCoy, E.. (2006) Ultrastructure of the
pathogenic bacteria Mobiluncus mulieris, Microscopy and Microanalysis 12, 324-
325

Hesse, W. R., y Kim, M. J. (2009) Visualization of flagellar interactions on
bacterial carpets, J Microsc 233, 302-308.

Kohler, T., Curty, L. K., Barja, F., van Delden, C., y Pechere, J.-C. (2000)
Swarming of Pseudomonas aeruginosa is dependent on cell-to-cell signaling and
requires flagella and pili, J. Bacteriol. 182, 5990-5996.

Jonas, K., Tomenius, H., Kader, A., Normark, S., Romling, U., Belova, L. M., y
Melefors, O. (2007) Roles of curli, cellulose and BapA in Salmonella biofilm
morphology studied by atomic force microscopy, BMC Microbiol 7, 70.

Oh, Y. J., Lee, N. R., Jo, W., Jung, W. K., y Lim, J. S. (2009) Effects of substrates
on biofilm formation observed by atomic force microscopy, Ultramicroscopy 109,
874-880.

Pelling, A. E., Li, Y., Shi, W., y Gimzewski, J. K. (2005) Nanoscale visualization
and characterization of Myxococcus xanthus cells with atomic force microscopy,
Proc Natl Acad Sci U S A 102, 6484-6489.

Whitehead, K. A., Rogers, D., Colligon, J., Wright, C., y Verran, J. (2006) Use of
the atomic force microscope to determine the effect of substratum surface
topography on the ease of bacterial removal, Colloids Surf B Biointerfaces 51, 44-
53.

Blango, M. G., y Mulvey, M. A. (2009) Bacterial landlines: contact-dependent
signaling in bacterial populations, Curr Opin Microbiol 12, 177-181.

Celio, H., Barton, E., y Stevenson, K. J. (2006) Patterned assembly of colloidal
particles by confined dewetting lithography, Langmuir 22, 11426-11435.

177



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

microscopia de fuerza atémica.

Deegan, R. D., Bakajin, O., Dupont, T. F., Huber, G., Nagel, S. R., y Witten, T. A.
(2000) Contact line deposits in an evaporating drop, Phys Rev E Stat Phys Plasmas
Fluids Relat Interdiscip Topics 62, 756-765.

Tull, E. J., Bartlett, P. N., y Ryan, K. R. (2007) Controlled assembly of
micrometer-sized spheres: theory and application, Langmuir 23, 7859-7873.
Olsson, A. L. J., van der Mei, H. C., Busscher, H. J., y Sharma, P. K. (2010) Novel
analysis of bacterium—substratum bond maturation measured using a quartz crystal
microbalance, Langmuir 26, 11113-11117.

Doktycz, M. J., Sullivan, C. J., Hoyt, P. R., Pelletier, D. A., Wu, S., y Allison, D. P.
(2003) AFM imaging of bacteria in liquid media immobilized on gelatin coated
mica surfaces, Ultramicroscopy 97, 209-216.

Greif, D., Wesner, D., Regtmeier, J., y Anselmetti, D. (2010) High resolution
imaging of surface patterns of single bacterial cells, Ultramicroscopy 110, 1290-
1296.

Louise Meyer, R., Zhou, X., Tang, L., Arpanaei, A., Kingshott, P., y Besenbacher,
F. (2010) Immobilisation of living bacteria for AFM imaging under physiological
conditions, Ultramicroscopy 110, 1349-1357.

Fantner, G. E., Barbero, R. J., Gray, D. S., y Belcher, A. M. (2010) Kinetics of
antimicrobial peptide activity measured on individual bacterial cells using high-
speed atomic force microscopy, Nat Nanotechnol 5, 280-285.

Lawrence, J. R., y Caldwell, D. E. (1987) Behavior of bacterial stream populations
within the hydrodynamic boundary layers of surface microenvironments, Microbial
Ecology 14, 15-27.

Spormann, A. M. (1999) Gliding motility in bacteria: insights from studies of
Myxococcus xanthus, Microbiol Mol Biol Rev 63, 621-641.

El-Naggar, M. Y., Gorby, Y. A., Xia, W., y Nealson, K. H. (2008) The molecular
density of states in bacterial nanowires, Biophys J 95, L10-12.

Reguera, G., McCarthy, K. D., Mehta, T., Nicoll, J. S., Tuominen, M. T., y Lovley,
D. R. (2005) Extracellular electron transfer via microbial nanowires, Nature 435,
1098-1101.

Gorby, Y. A, Yanina, S., McLean, J. S., Rosso, K. M., Moyles, D., Dohnalkova,
A., Beveridge, T. J., Chang, I. S., Kim, B. H., Kim, K. S, Culley, D. E., Reed, S.
B., Romine, M. F., Saffarini, D. A., Hill, E. A., Shi, L., Elias, D. A., Kennedy, D.

178



Capitulo 7 - Evaluacién del rol de los flagelos en las primeras etapas de formacién del biofilm mediante

35.

36.

37.
38.

39.

microscopia de fuerza atémica.

W., Pinchuk, G., Watanabe, K., Ishii, S., Logan, B., Nealson, K. H., y Fredrickson,
J. K. (2006) Electrically conductive bacterial nanowires produced by Shewanella
oneidensis strain MR-1 and other microorganisms, Proc Natl Acad Sci U S A 103,
11358-11363.

Reguera, G. (2009) Are microbial conversations being lost in translation?, Microbe
4,506-512.

Bottani, E. J., y Tasco\n, J. M. D. (2008) Adsorption by carbons, Elsevier,
Amsterdam ; London.

Kramer, B. E. (2003) Advances in solid state physics, Vieweg.

Zoski, C. G. (2007) Handbook of electrochemistry, 1st ed., Elsevier, Amsterdam ;
Boston.

McGee, W., Djuricic, D., Lorimer, K., Wong, L.-L., y Hill, H. A. O. (2002) The
electrochemistry and scanning tunnelling microscopy of the flavoprotein,
putidaredoxin reductase from Pseudomonas putida, Journal of Electroanalytical
Chemistry 538-539, 261-265.

179



Capitulo 8

Propagacion de Pseudomonas
fluorescens sobre superficies con

distinta topografia.

8.1. Introduccion.

Tal como se ha mencionado previamente los biofilms participan en numerosos
procesos en los campos médico, industrial y ambiental. Con respecto al area médica, es de
destacar que las infecciones que resultan de la colonizacion de materiales implantables son
la principal causa de falla en los implantes. Los microorganismos que causan este tipo de
infecciones son muy dificiles de erradicar debido a que desarrollan biofilms muy
resistentes (1). Se ha reportado que los dispositivos implantables que resultan mas
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afectados por las infecciones debido al desarrollo de biofilms son (2): catéteres venosos
centrales, valvulas cardiacas, dispositivos ventriculares, stents coronarios, vias
ventriculares neuroquirdrgicas, estimuladores neuroldgicos implantables y placas de sostén
para traumatologias y proétesis ortopedicas. Estos procesos infecciosos podrian evitarse
diseflando una estrategia que permita la inhibicion de la propagacién de biofilms
bacterianos. Por lo tanto, uno de los mayores desafios en el area de los biomateriales
consiste en el desarrollo de sustratos con propiedades superficiales especificas que eviten
la colonizacion bacteriana y, consecuentemente, prevengan las infecciones asociadas a
biofilm.

Durante el proceso de colonizacion bacteriana, los microorganismos utilizan
diversos tipos de movilidad y migracion conocidos por su nomenclatura en inglés:
swarming, swimming, twitching, gliding y sliding (Figura 8.1). Cabe aclarar que el término
gliding también se utiliza para definir a un movimiento cooperativo de pequefios grupos
de células en ciertos microorganismos. La migracion de bacterias es un proceso que puede
afectar las interacciones patogenos-huésped en animales y vegetales. Por ejemplo, la
movilidad facilita tanto la colonizacién ascendente microbiana del tracto urinario iniciada
por la formacion de biofilms sobre catéteres (3-4) como la migracidon en suelos y raices (5).

Swarming es el modo més réapido de traslado social superficial caracterizado por
el movimiento cooperativo de bacterias que migran sobre sustratos sélidos en grupos. De
acuerdo a estudios realizados en agar, el proceso de swarming es estrictamente dependiente
de la habilidad del microorganismo para llevar a cabo un proceso de diferenciacion que se
caracteriza por la produccion de células mas largas (swarmer bacteria) y a veces mas
flageladas que las bacterias planctonicas o nadadoras (swimming bacteria) (6-7). Este tipo

de diferenciacion también se asocia con la resistencia microbiana a antibiéticos (8-10).
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Figura 8.1 Esquema representado los tipos de movilidad que pueden realizar las bacterias sobre superficies.
Swarming es el movimiento multicelular de bacterias sobre una superficie y esta impulsado por el flagelo
rotando helicoidalmente. Swimming es el movimiento de las bacterias indivuales en medio liquido, también
impulsado por la rotacién del flagelo. Twitching es un movimiento del microorganismo provocado por la
extension del pili, que luego se adhiere a la superficie y se retrae, acercando la célula al sitio de adhesion.
Gliding es un movimiento que no requiere la utilizaciéon del flagelo o pili pero involucra el empleo de complejos
de adhesion focal. Sliding es un tipo de movimiento caracterizado por el desplazamiento pasivo sobre la
superficie provocado por el crecimiento y facilitado por la presencia de surfactantes.

Tal como se menciono en el Capitulo 1, las bacterias del género Pseudomonas son
utilizadas como modelo para estudiar la movilidad social de bacterias sobre superficies
solidas (8-20). Al igual que con otros biofilms bacterianos, los biofilms de Pseudomonas
son mas resistentes a los ambientes agresivos que las respectivas bacterias planctonicas
(22).

8.2. Organizacion espacial inicial de bacterias sobre los

sustratos.

Como ya se ha descripto anteriormente (Capitulo 3), se ha elegido Au como
material de estudio a causa de su biocompatibilidad, maleabilidad, y resistencia a la

corrosion, especialmente en medios biologicos. Debido a esta importante caracteristica,
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podré evaluarse la influencia de la microtopografia superficial sin la interferencia de los
productos de corrosion y/o la toxicidad de los iones metélicos asociados con la corrosion
metalica.

Los ensayos que se describen a continuacion tienen por objetivo evaluar la
migracion superficial de los agregados bacterianos sin la interferencia de bacterias
planctonicas. Para ello se utilizaron los sustratos Au-NSa y Au-MS1 con biofilms
primitivos (formados en un breve periodo de tiempo) sumergidos en medio de cultivo
estéril. Con el fin de facilitar el estudio, se disefid una nueva metodologia experimental
(ver el esquema de la Figura 8.3) en la que la mitad de la superficie de los sustratos fue
cubierta con una méascara de teflén, para evitar la adherencia de bacterias en dicha zona del
metal permitiendo asi el estudio de la colonizacion sobre superficies desnudas. Las
superficies de Au parcialmente enmascaradas fueron sumergidas en el cultivo de 24 h de P.
fluorescens para permitir la formacion del biofilm inicial y, luego de 30 min, las muestras
fueron retiradas del mismo y se enjuagaron con agua bidestilada estéril para remover
aquellas células que no se encontraban irreversiblemente adheridas a la superficie.
Seguidamente, se quitaron las mascaras de teflon y los sustratos parcialmente cubiertos por
el biofilm se sumergieron completamente en medio nutritivo estéril durante diferentes
tiempos (10 min, 30 min, 1 h y 2 h). Durante esos periodos, las células adheridas a la
region del sustrato originalmente cubierto por el biofilm podrian colonizar el area desnuda
anteriormente cubierta por la l1dmina de teflon.

Cabe destacar que los sustratos MS1 fueron sumergidos en el medio nutritivo
estéril segun dos orientaciones (Figura 8.3): (a) con los canales submicrométricos ubicados
en forma paralela (Au-MS1Pa) a la direccion de avance del biofilm y (b) con los canales
submicrométricos ubicados perpendiculares a la direccion de avance del biofilm (Au-
MS1Pe).

Es importante hacer notar que durante los ensayos, los sustratos Au-Nsa y Au-
MS1 fueron sumergidos simultdneamente en el mismo cultivo y bajo idénticas
condiciones, de modo que la respuesta frente a la topografia superficial sea la Unica
variable a analizar. Luego de los diferentes periodos de inmersion, los sustratos se
enjuagaron con agua bidestilada estéril y se secaron al aire con una humedad relativa de 70
%. Los ensayos se realizaron por duplicado y tres veces en las mismas condiciones

experimentales en forma independiente.
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El andlisis de las muestras se realiz6 mediante el empleo de AFM (modo
contacto) y de microscopia de epifluorescencia utilizando el colorante naranja de acridina.

e

(1) Sustrato Sustrato
Au
mascaral immersion
de teflon durante /
immersion diferentes =
30 min tiempos MS1Pa
Au \
N Direccion
] de avance
(2) Enjuague (4) f::tg?é?" \ bacteriano
—_—
Remocion de la
mascara
(3)

Cultivo de Caldo Nutritivo
\ P. fluorescens Estéril j

Figura 8.3 Esquema experimental de los ensayos de movilidad bacteriana sobre sustratos sélidos.

(1) Enmascaramiento con teflon de la mitad del sustrato de Au . De esta manera sélo la mitad de la superficie
estara disponible para la adhesion de bacterias.

(2) Inmersidn de los sustratos en cultivo de P. fluorescens durante 30 min.

(3) Enjuague de los sustratos con agua bidestilada estéril y remocion de la mascara de teflén.

(4) Se transfieren los sustratos sin la mascara a un medio nutritivo estéril durante diferentes tiempos.

Los sustratos MS1 fueron sumergidos de acuerdo a dos orientaciones perpendicular (MS1Pe) y paralela (MS1Pa)

con respecto al frente de avance.

A partir del disefio experimental previamente descripto, fue posible estudiar las
etapas iniciales de la propagacién del biofilm sobre los sustratos sumergidos en medio de
cultivo estéril, evitando la interferencia de bacterias planctonicas.

Para una mayor claridad, se describird en primer lugar el analisis de las primeras
etapas de colonizacién bacteriana sobre la superficie Au-Nsa y, posteriormente, se
realizara lo mismo con el sustrato microestructurado Au-MS1. En este ultimo caso se
evaluard también el efecto de las diferentes orientaciones de los canales superficiales en

relacion con la direccion de avance del frente microbiano.

8.2.1 Organizacién espacial inicial de bacterias sobre sustratos Au-
NSa.

La imagen de AFM que se presenta en la Figura 8.4 corresponde al sustrato Au-

NSa después de haber retirado la méascara de teflén y transcurridos 10 min de inmersién en
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medio nutritivo estéril. Puede observarse como las bacterias comienzan a migrar y
colonizar el area desnuda formando un frente o barrera primitivo que con el tiempo se va
consolidando (a; en la Figura 8.4). Teniendo en cuenta las condiciones del ensayo,
particularmente la ausencia de microorganismos plancténicos, es posible inferir que este
tipo de organizacion se debe a la movilidad, reproduccion y reorganizacion de las bacterias
sésiles sobre la superficie. También pueden observarse los pequefios agregados, rafts, que
se liberan del frente de avance (r en la Figura 8.4). En el recuadro superior de la Figura 8.4
se muestra un detalle, en el que se evidencia la presencia de una pelicula, probablemente
de EPS vy sustancias surfactantes producidas por las bacterias adheridas. La produccion de
sustancias surfactantes y el agregado de células en grupos podria disminuir la energia
necesaria para el desplazamiento y facilitar la movilidad colectiva. Se ha reportado (22)
que la viscosidad de monocapas de surfactantes o polimeros juega un papel fundamental en
los procesos dinamicos que ocurren a nivel de las interfases del fluido. Consecuentemente,
la exudacion de sustancias organicas tensioactivas podria estar relacionada con las pérdidas
de energia por friccidn entre las bacterias y la superficie y/o el medio liquido circundante.
Por otro lado, la fuerza transmitida por el fluido sobre las superficies en contacto con €l es
proporcional al esfuerzo de corte y al area de contacto (23). De acuerdo a las observaciones
realizadas por AFM podria estimarse que el &rea de contacto de una bacteria sésil con el
fluido es alrededor de un 75% de la superficie total de la bacteria (el 25% restante
corresponderia al contacto bacteria/solido), mientras que si esa bacteria se une a otras
células lateralmente, dicha superficie se reduce a aproximadamente al 50%. Por lo tanto, la
formacion de grupos de bacterias en forma de balsas reduciria la superficie de contacto
bacterias/sustrato, bacterias/solucion respecto a la correspondiente al mismo nimero de
bacterias aisladas, reduciendo la pérdida de energia por friccion. Esto induciria una
velocidad de desplazamiento mayor, con la consecuente disminucién en los tiempos de

colonizacion.
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Figura 8.4 Imagen AFM topografica (con filtro de paso allto) en modo contacto (75 pm x 75 um) correspondiente
al frente bacteriano formado sobre una superficie Au-NSa después de 10 min de inmersién en medio nutritivo
estéril. Las lineas negras muestran el limite correspondiente al frente de avance. Recuadro superior: un grupo de
microorganismos rodeado por una pelicula constituida probablemente por EPS.

Una vez transcurridos 30 min de inmersion en el medio de cultivo, el frente de
avance se torna mas definido, con un tipo de organizacion celular caracteristico para el
desplazamiento tipo swarming (a, en la Figura 8.5a). El frente bacteriano consiste en una
barrera de 2 a 10 microorganismos, ubicados perpendicularmente a la direccion de
migracién de las bacterias (flecha negra en la Figura 8.5b) y conforma un limite de avance
para los cientos de microorganismos que se desplazan desde el biofilm inicial hacia la
superficie desnuda colonizandola. Este borde bien definido que impide el paso de las
células que se encuentran detras, fuerza el proceso de agregaciéon de bacterias. Ademas
puede notarse que varios agregados de bacterias emergen desde el frente de avance (s en la
Figura 8.5a) y se desprenden del mismo (r en Figura 8.4) con el objeto de colonizar areas
desnudas sin “explorar”. Este tipo de agregados bacterianos que podrian deslizarse sobre la
superficie ya han sido reportados y consiste en el movimiento colectivo denominado
gliding (24).
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Figura 8.5 Imagenes de AFM en modo contacto (filtro paso alto). Las flechas discontinuas de color azul indican
la direccidn de avance. (a) Imagen AFM de 100 pm x 100 pym luego de 30 min de desplazamiento bacteriano. Se
observa un frente bacteriano (az) y grupos menos densos de bacterias (b1). (b) En esta imagen (60 um x 60 um)
se observa la organizacién espacial microbiana mas densa (bz) luego de 2 h de desplazamiento sobre una
superficie NSa de Au. En el recuadro inferior se muestra una imagen AFM (24 um x 24 pm) en donde se
observan grupos de bacterias escapando del frente de avance para colonizar nuevas zonas (s en la Figura (a)).

Un analisis detallado de las Figuras 8.4 y 8.5, permite deducir la posible secuencia
de las diferentes etapas en el proceso de organizacion espacial sobre una superficie. El
avance del frente bacteriano deja areas libres del sustrato que son ocupadas por células
individuales (b; en la Figura 8.5a). Estas células pueden unirse a otros agregados de
bacterias dando lugar a la formacién de redes sobre la superficie (b, en la Figura 8.5b).
Estas etapas se han observado también en sistemas microorganismos-agar-aire,
comunmente utilizados en microbiologia (10, 25-27). Sin embargo, a pesar de su gran
importancia en medicina y odontologia, no existen datos sobre colonizacion de sélidos

opacos como los que son objeto del presente trabajo.
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Figura 8.6 (a) Imagen AFM (10 pm x 10 pm), organizacién espacial bacteriana detrds del frente de avance. Las
flechas blancas indican bacterias alargadas y las flechas rojas sefialan la presencia de flagelos conectando
microorganismos (b) Imagen AFM (15 pm x 15 pm) en donde puede observarse la presencia de flagelos
conectando bacterias entre si (flecha roja).

En las imagenes AFM correspondientes a las Figuras 8.6a y 8.6b, puede notarse
que algunas de las células estan particularmente elongadas (flechas blancas Figura 8.6a)
con el fin de conectar pequefios agregados de células, favoreciendo la formacion de redes
celulares (b, en la Figura 8.5b). Se ha reportado que este proceso de consolidacion podria
estar facilitado por la transmision de sefiales quimicas entre células (13).

Los agregados celulares que forman redes comienzan a poblarse y a transformarse
en estructuras densas de bacterias (ad en Figuras 8.5b). La presencia de flagelos durante
todo el proceso de colonizacion de la superficie (flechas de color rojo en las Figuras 8.6a y
8.6b) podria no sélo favorecer la movilidad sobre la superficie de los agregados celulares
sino también, la comunicacion célula-célula que asistiria al proceso continuo de agregacién

bacteriana para el caso de las células individuales (10, 13).

8.2.1.1. Analisis estadistico de longitud y orientacion de bacterias que se

propagan sobre superficies de Au-NSa.

Para evaluar la influencia de las microestructuras superficiales sobre la
orientacion y tamafio de las bacterias que migran sobre las superficies NSa, se analizaron
dichos parametros sobre las células en el frente de avance y detras del mismo.

El andlisis de la longitud (Figura 8.7a 'y 8.7b) y la orientacion (Figura 8.7c y 8.7d)
de las bacterias sobre los sustratos, muestra que el 87% de las células detras del frente de

avance tienen una longitud mayor a 2,5 um y mas de un 10% de las bacterias un largo
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mayor a 4 um. Por el contrario, al evaluar las células que constituyen el frente de avance,
se observo que solo el 10% de las bacterias superan las 2,5 pum.

En la Tabla 8.1, se muestran los datos de la longitud promedio de las bacterias
sobre las superficies Au-NSa dependiendo de su ubicacion en el agregado (en el frente de
avance o detrds del mismo). Considerando que el tamafio promedio de las células
planctonicas es 1,86 um + 0,6 um, las células ubicadas detras del frente (3,21 um + 0,57

pm) son significativamente (p<0,05) mas largas que las bacterias planctdnicas.
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Figura 8.7 Histogramas que muestran la distribucion de las longitudes de las bacterias (a y b) y las orientaciones
(c y d) luego de 30 min de inmersiéon en medio nutritivo estéril. Los histogramas (a) y (c) corresponden a las
bacterias que forman el frente de avance mientras que los histogramas (b) y (d) corresponden a las bacterias

ubicadas detras del frente de avance. Los datos fueron obtenidos a partir de las imagenes AFM.

Tabla 8.1 Longitud promedio de bacterias sobre superficies de Au-NSa.

Bacterias formando el frente
Bacterias detras del frente

aSignificativamente diferente (p< 0,05)

2,15+0,35

3,21 £ 0,57
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La elongacién de bacterias llega en algunos casos a ser muy importante llegando a
alcanzar longitudes varias veces superiores a la de las bacterias planctonicas (Figura 8.8) y
tal como se sugirié previamente podria considerarse una estrategia para contactar células
individuales y grupos bacterianos con el objeto de formar estructuras organizadas sobre la
superficie. De hecho, la elongacion de bacterias ha sido descripta por otros autores (3, 7)
como un proceso de diferenciacion durante la formacion del raft para favorecer el contacto
célula a célula. Para lograr este aumento de longitud, las bacterias suprimen el proceso de
division bacteriana (28-30). Posterior a la elongacion, muchas células individuales alteran
su movimiento sobre la superficie transformando el tipico desplazamiento vertical de las
células pequefias, que consiste en “dar tumbos”, en otro tipo de movimiento coordinado
similar a la accion de reptar hacia adelante y hacia atras, que da lugar a la formacion de
una estructura ramificada organizada (25, 27). Conforme a lo dicho anteriormente, la zona
interna de la red que se forma detrds del frente de avance consiste en rafts conectados

formando estructuras ramificadas constituidas generalmente por células elongadas.

Nt S\
i~ A
N\

Figura 8.8. Imagen AFM (30 pm x 30 pym) en donde se observa el alargamiento de una bacteria para conectar
dos grupos de células préximos.

Como ha sido mencionado anteriormente, las bacterias ubicadas en el frente de
avance se posicionan perpendicularmente a la direccion de avance. EI 60% de las células
en esta region se ubican aproximadamente perpendiculares a la direccion de avance
(dngulos mayores de 70° con respecto a la misma) (Figura 8.7c). Este tipo de orientacion
preferida no se observa para las bacterias posicionadas detras del frente donde el 85%

presenta angulos menores de 70° (grafico d en la Figura 8.7).
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Teniendo en cuenta que el tiempo de duplicacion para P. fluorescens sobre
superficies sélidas es de 1,2 h (31), podria considerarse que en las experiencias llevadas a
cabo con tiempos de inmersion de 10 min, 30 min, 1 h y 2 h, la colonizacion de la
superficie es principalmente debida a la movilidad bacteriana sobre la misma, sin
influencia significativa del crecimiento bacteriano. Por otra parte, el efecto que sobre este
tipo de ensayos (realizados en ausencia de bacterias planctdnicas) ejercen las células
planctonicas que se liberan del biofilm formado sobre la superficie deberia ser minimo,
debido a que se ha reportado que este proceso tiene lugar luego de 4 h de exposicién para

el caso de P. fluorescens (31) y 5 h para el caso de otras especies de Pseudomonas (32).

8.2.2. Organizacidon espacial inicial de bacterias sobre sustratos de
Au-MS1.

En esta seccion se describird el efecto de la microtopografia superficial y la
orientacion de las mismas sobre la movilidad superficial bacteriana. Con el objeto de
investigar el efecto de la orientacion de la estructura acanalada sobre la movilidad social
microbiana se ensayaron sustratos con dos orientaciones, de acuerdo al siguiente esquema
(detalle de la Figura 8.3):

e MS1Pa: los canales se ubican en direccion paralela al avance microbiano.

e MS1Pe: los canales se ubican en direccidn perpendicular al avance microbiano.

MS1Pe MS1Pa
Sustrato sin Sustrato sin
colonizar colonizar
Zona del sustrato Zona del sustrato
colonizada colonizada

Direccioén

de avance
bacteriano

8.2.2.1. Organizacidn espacial inicial de bacterias sobre las superficies MS1Pa.

El conjunto de bacterias que avanzan sobre la superficie MS1Pa (canales
orientados en forma paralela a la direccién de avance de las bacterias), presenta una
estructura y distribucion completamente desorganizada después de 10 y 30 min de

exposicion al medio nutritivo estéril (Figura 8.9).
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Figura 8.9 Imagenes AFM topograficas (40 um x 40 pm, filtro de paso alto) de la disposicidon de bacterias sobre
un sustrato MS1Pa: (a) luego de 10 min, (b) luego de 30 min en medio nutritivo estéril.

En este tipo de experimento puede observarse que la movilidad cooperativa y
social de bacterias mediante la organizacién en rafts es mas lenta (menor desplazamiento
para el mismo periodo) y dificultosa (avanzan menos células) (comparar figuras 8.9b y
8.5a de 30 min de exposicion y 8.10a de 1h de exposicion). De hecho, los procesos
necesarios para el movimiento de deslizamiento cooperativo tipo swarming se encuentran
mas obstaculizados en las superficies MS1 que en las superficies NSa. Incluso para un
tiempo de exposicion de 1 h y 2 h, el frente de avance constituido por células ubicadas
perpendicularmente a la direccion de avance es sbélo parcial y no se encuentra tan
claramente definido (Figura 8.10a) como en el caso del frente formado sobre las
superficies NSa (Figura 8.5a). Se ha reportado que las bacterias de los frentes de swarming
se desplazan a lo largo del mismo y es de suponer que lo mismo ocurre sobre las
superficies de Au-NSa. En la superficie MS1Pa, este movimiento esta inhibido debido a la
dificultad en el desplazamiento sobre esta topografia. Puede observarse en las imagenes
AFM de las Figuras 8.10a y 8.10b, que los rafts formados después de largos tiempos de
inmersion (1h) se ubican en forma oblicua a la direccion de los canales superficiales, de
manera de evitar que las bacterias queden atrapadas en los mismos. Algunas de las células
que estan ubicadas dentro de los canales parecen ser empujadas por aquellas no atrapadas
con el objetivo de apartarlas del canal (flechas blancas en la Figura 8.10b). Ademaés, en la
Figura 8.10b, se observa la aparicion de células elongadas que unen pequefios grupos de

bacterias sobre la superficie facilitando la agregacion de bacterias (flechas negras).
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Figura 8.10 (a) Imagen AFM (80 pm x 80 um) de la disposicidn de bacterias sobre un sustrato MS1Pa luego de 1
h de inmersiéon en medio nutritivo estéril. La linea negra indica la formacioén de un posible frente de avance y la
flecha blanca sefala la direccidn de los canales superficiales. (b) Imagen AFM (25 pym x 25 pm) en donde puede
observarse bacterias atrapadas en los canales del sustrato MS1Pa (flechas blancas) que parecen estar siendo
empujadas por las células que se ubican en forma oblicua a la direccién de los canales. Las flechas negras
sefialan la presencia de células elongadas sobre la superficie uniendo grupos de bacterias.

8.2.2.2. Organizacion espacial inicial de bacterias sobre las superficies MS1Pe.

El proceso de formacion de un frente de avance sobre la superficie MS1Pe
(canales orientados perpendicularmente a la direccion de avance de las bacterias) se ve
inhibido porque las células tienden a quedar atrapadas (Figura 8.11, flechas blancas) en los
canales micrométricos de la superficie que son paralelos a la direccion del frente (Figura
8.11).

Figura 8.11 Imagen AFM (40 pm x 40 pym) correspondiente a la disposicion espacial de P. fluorescens luego de
1h sobre un sustrato MS1Pe. La linea negra indica las etapas iniciales de formaciéon de un posible frente de
avance. Las flechas rojas sefialan grupos de bacterias en contacto lateral ubicados en direccién oblicua a la
direccién de los canales micrométricos superficiales.
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Es interesante notar que si bien el frente de avance no se encuentra bien definido
en este tipo de superficies y se desplaza lentamente, el avance global y cooperativo de
bacterias parece estar menos impedido cuando la orientacion de los canales es
perpendicular a la direccion de avance. En este tipo de superficies se forman mas
facilmente grupos de bacterias que logran reunirse y ubicarse en forma adecuada para
llevar a cabo el avance global bacteriano, arrastrando eventualmente a las células

atrapadas, como puede observarse en la Figura 8.12.

Figura 8.12 Imagen AFM (20 pm x 20 pm) de P. fluorescens sobre un sustrato MS1Pe. Se observa un grupo de
bacterias ordenadas espacialmente para intentar desplazarse en forma conjunta sobre la superficie evitando
quedar inmovilizadas dentro de los canales y arrastrando a las que se encuentran atrapadas (flecha negra). La
flecha blanca indica la direccion del avance microbiano.

Lawrence y colaboradores (31), demostraron que, después de 1 h de exposicion
las células se adhieren sobre una superficie de vidrio, se dividen, se separan y luego ambas
bacterias se desplazan para ubicarse lateralmente sobre el mismo plano (ver Capitulo 6).
Este tipo de movimiento, que fue descripto detalladamente por los autores en un sustrato
transparente, probablemente se encuentra inhibido para el caso de las superficies
microestructuradas (MS1), impidiendo el desplazamiento de los agregados bacterianos y
disminuyendo asi la capacidad de colonizacion respecto a la de los sustratos NSa.

Los resultados muestran que el avance bacteriano de tanto la superficie MS1Pa
como la MS1Pe parece ser mas eficaz si la orientacién de los grupos microbianos es
oblicua o perpendicular a la direccion de los canales, ya que de esta manera se evita la
inmovilizacion de células en los mismos. En ambos casos, las bacterias que se encuentran

en posicion oblicua a la direccion de los canales parecen estar empujando a aquellos
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microorganismos atrapados. Debe tenerse en cuenta que las bacterias atrapadas en las
superficies MS1 requerirdn una alta energia para superar la barrera fisica que impone el
patron topografico para el desplazamiento de las bacterias sobre esta superficie

microestructurada.

8.2.2.3. Analisis estadistico de longitud y orientacion de bacterias que se

propagan sobre superficies Au-MS1.

En la Figura 8.13 se muestran los graficos que resultan del analisis estadistico del

tamafio y la orientacion de bacterias sobre las superficies MS1Pa 'y MS1Pe.
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Figura 8.13 Histogramas representando la distribucién de la longitud de bacterias (a y b) y la orientacion (c y d)
(angulos con respecto a la direccién de los canales micrométricos superficiales) sobre sustratos MS1Pe y MS1Pa.
Los datos se obtuvieron a partir de imagenes AFM de 40 ym x 40 pm.

Las Figuras 8.13a y 8.13b muestran que la distribucién de tamafios de los
microorganismos sobre las superficies microestructuradas con diferentes orientaciones
(MS1Pay MS1Pe) es similar en ambos sustratos.

Con respecto a la orientacion de bacterias (Figuras 8.13c y 8.13d), es interesante

notar que mas del 35% de las bacterias se encuentran atrapadas o ubicadas casi en forma
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paralela (angulos entre 0°-19°) a la direccion de los canales superficiales en la superficie
MS1Pa (Figura 13d). Esta orientacion no fue tan frecuente en el caso del sustrato MS1Pe
(Figura 8.13c).

En la Tabla 8.2, se muestra que el largo promedio de estas bacterias (2,71+0.71
um) es significativamente menor que el de aquellas bacterias ubicadas en direccion oblicua

a los canales (3,13 £ 1,06 um).

Tabla 8.2 Largo promedio de bacterias sobre superficies MS1

Orientacion MS 1Pa MS 1Pe
Paralelas a los canales

(Angulos entre 0-197) 2,71 £ 0,71 2,75+ 0,90
Oblicuas a los canales 3,13+ 1,06 3,21+ 0,76

(Angulos entre 20-90%)

aSignificativamente diferente (p < 0,05)

8.2.3. Comparacién entre la propagacion de bacterias sobre

superficies NSa y MS1.

Para comparar las estrategias de colonizacion de P. fluorescens sobre las
superficies Au-NSa y Au-MS1, se realizaron ensayos de movilidad similares a los
descriptos arriba y se analizaron los sustratos mediante microscopia de epifluorescencia,
utilizando la tincion con naranja de acridina, de modo de evaluar, a menor magnificacion
que la microscopia AFM, zonas mas extensas del sustrato colonizado.

En la Figura 8.14 pueden observarse las imagenes de epifluorescencia
correspondientes a la colonizacion bacteriana sobre sustratos Au-NSa (secuencia a-c) y
Au-MS1 (secuencia d-f). Las regiones analizadas del sustrato, para las distintas distancias
del frente del biofilm inicial, pueden identificarse a través de la Figura 8.15.
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Figura 8.14 Imagenes de microscopia optica de epifluorescencia de la colonizacién bacteriana sobre sustratos
NSa (a, b y ¢) y sustratos MS1Pe (d, e y f) luego de un periodo de 2 h de inmersiéon en medio nutritivo estéril. La
linea roja en las imagenes (a) y (d) indica el limite del frente bacteriano original (antes de la etapa de inmersion
en el medio de cultivo estéril). Las microfotografias muestran la colonizacién bacteriana a diferentes distancias
(@yd: 197 um; by e: 435 um; cy f: 673 pum) del frente bacteriano inicial.

Porcentaje de sustrato colonizado por P. fluorescens en Au-NSay Au-MS1

NSa Ms1 NSsa MSs1 NSa Ms1 NSa Ms1 Nsa Ms1
Zona Distancia
colonizada a partir
Interfase inicialmente del Zonal Zona 2 Zona 3 Zona 4 Zonas

frente

Zona de

colonizacion 190 um 9,69 8,66 14,01 8,84 27,29 5,70 37,12 15,06 17,81 16,79

190 um

380um 380um | 516 1000 2304| 943| 3140| 819| 31,21 1210 2399 | 1326
570um s7oum | 965| 588 2571| 611| 2391 767| 31,77 849| 2560| 906
760um 7,00
760um | 9,77 | 399 2335| 722| 1467| 646| 2417| 647| 2467
950pm
950um | 12,48 | 1,95 | 1311 | 1449| 3061| 874| 987| 1198 | 2070| 409

1140 pm
1140 um | 10,61 4,76 20,59 11,10 23,46 10,72 17,67 13,98 14,69 4,82

1330 um
1330 um | 7,370 9,05 17,11 9,27 29,54 11,15 22,60 8,05 13,65 3,89

Figura 8.15. Division del area total del sustrato en subdareas para evaluar en cada una de ellas el porcentaje de
area colonizada (izquierda). Tabla mostrando los diferentes porcentajes de area cubierta por el biofilm de ~.
fluorescens segun la zona del sustrato analizada (derecha).
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Al comparar ambas secuencias de imagenes, puede observarse claramente que la
superficie nanoestructurada sin patron topogréafico (NSa) se encuentra mas colonizada que
la superficie microestructurada (MS1). Los agregados bacterianos tipo rafts formados
sobre la superficie lisa parecen poder desplazarse facilmente sobre la misma. Estos
extensos agregados bacterianos no se evidencian en las imagenes correspondientes a la
superficie MS1. Por consiguiente, los resultados obtenidos al analizar grandes areas de
sustrato confirman las observaciones realizadas mediante AFM sobre areas mas pequefias
(Figuras 8.5 y 8.10), en el sentido que la movilidad y colonizacion bacteriana se encuentra
impedida sobre los sustratos microestucturados (MS1).

Con el objetivo de realizar una comparacion cuantitativa del area colonizada, se
realizaron calculos de los porcentajes de fluorescencia, asociados al porcentaje de area
cubierta por microorganismos, a diferentes distancias del frente de colonizacion. Para ello
se dividio el sustrato en areas rectangulares tal cual indica la Figura 8.15. Como limite
inicial se tomd la linea divisoria que habia entre la méascara de teflon y la zona del sustrato
colonizada inicialmente (frente de colonizacion).

En la Tabla asociada a la Figura 8.15 se reportan los resultados correspondientes a
los porcentajes area cubierta por P. fluorescens segun las distintas zonas del sustrato.

En el gréafico de la Figura 8.16, se compara el area cubierta por las Pseudomonas
durante el avance sobre las superficies NSa y MS1 para diferentes distancias a partir del

limite marcado por la zona colonizada inicialmente.
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Figura 8.16 Avance del frente bacteriano evaluado a través de la distancia a partir del frente del biofilm de ~.
fluorescens para los sustratos de Au-NSa y Au-MS1. El valor correspondiente a cada distancia es el promedio
obtenido del analisis de las zonas 1-5 definida de acuerdo al recuadro superior.

A partir del andlisis de la Figura 8.16, es posible notar la marcada disminucion de
colonizacién de la superficie MS1 con respecto a la superficie NSa. Dicho decrecimiento
se ha observado tanto para las superficies MS1Pa como MS1Pe. Segln estos resultados,
puede concluirse que la colonizacion en superficies NSa (23,5 %; cubrimiento promedio de
la superficie por las bacterias) es 2,6 veces mayor que la colonizacion de sustratos
microestructurados MS1 (9,0 %; cubrimiento promedio de la superficie por bacterias).

Estos resultados demuestran nuevamente que la movilidad social y cooperativa se
encuentra inhibida en la superficie MS1.

A partir de la comparacion del avance bacteriano en las distintas superficies NSa y
MS1, se puede especular sobre las causas de las diferencias. Una posible alternativa es la
mayor demanda energética que requeriria el desplazamiento microbiano en superficies tipo
MS1 respecto al correspondiente a NSa contribuida por:

e Pérdida de energia cinetica debido a la friccion de la superficie de las bacterias

individuales con una superficie microestructurada.
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e Dificultad en la formacién y avance de los agregados bacterianos (rafts) debido a
las caracteristicas topogréaficas de la superficie microestructurada.

e Mayor produccion de EPS con el objetivo de “alisar” la superficie rellenando
canales (Figura 8.17).

e Mayores pérdidas de energia cinética por friccion debido al desplazamiento de
bacterias aisladas y pequefios grupos bacterianos en forma independiente, con
mayores superficies de contacto con el fluido que los agregados més extensos.

e Posible trabajo de las bacterias atrapadas destinado a superar la barrera de energia
potencial que les impide escapar de los canales superficiales.

e Posible trabajo de empuje realizado por las bacterias “no atrapadas” para liberar a

aquellas inmovilizadas dentro de los canales.

Figura 8.17 Imagenes AFM (filtro de paso alto) en las cuales se observa la presencia de EPS sobre la superficie.
(a) (7,5 x 7,5 um2) Las flechas rojas indican la presencia de material polimérico alrededor de las células. (b) (10 x
10 pm?) Las flechas rojas indican EPS por debajo de las bacterias.

8.3. Ensayos de propagacion bacteriana sobre sustratos

soélidos simulando los ensayos con agar.

Con el fin de simular los ensayos de propagacion microbiana que se realizan en
agar, se colocé una microgota de 10 pl del cultivo de P. fluorescens (10’ UFC/ml) en el
centro de los sustratos de Au-NSa y Au-MS1. El cultivo de P. fluorescens fue preparado a
partir de un indéculo inicial de 2 ml, como ya se ha detallado anteriormente. Los ensayos se
realizaron por triplicado y cada ensayo se repitié también tres veces. La microgota se
mantuvo durante 1 h sobre los sustratos para que se produzca la adhesion de bacterias
formando un biofilm primitivo. Posteriormente, se enjuagaron los sustratos con agua
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bidestilada estéril. Las muestras control, para observacion del biofilm inicial, se secaron en
un ambiente estéril expuestos a temperatura ambiente y humedades relativas del 70 %. El
resto de las muestras se dispusieron en placas de Petri estériles con caldo nutritivo estéril
para que las bacterias puedan crecer y propagarse sobre los sustratos a partir del biofilm
inicial. Dichas muestras fueron retiradas cada 30 min, se lavaron, secaron y colorearon con
naranja de acridina. El analisis de los biofilms formados se realiz6 mediante microscopia
de epifluorescencia.

En la Figura 8.18 se pueden observar imagenes de epifluorescencia de P.
fluorescens sobre sustratos de Au-NSa y de Au-MS1. La parte central coloreada mas
intensamente corresponde al indculo inicial ubicado en el centro de los sustratos, similar al
indculo inicial que se coloca sobre una placa de agar. Las imagenes a y b corresponden a
las muestras controles con biofilms primitivos, previos a la inmersion en medio de cultivo
estéril. Se puede notar claramente que los limites de las colonias que se generan

inicialmente son diferentes para ambos sustratos.

Figura 8.18 Imdagenes de epifluorescencia (naranja de acridina). (a) Interfase del inéculo inicial de P. fluorescens
sobre Au-NSa. (b) Interfase del inéculo inicial de P. fluorescens sobre Au-MS1. (c) Avance de P. fluorescens
sobre sustrato de Au-NSa luego de 2 h. El segmento A corresponde a la maxima distancia de colonizacién (d)
Avance de P. fluorescens sobre sustrato de Au-MS1 luego de 2 h. El segmento B corresponde a la maxima
distancia de colonizacién.
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Las imé&genes de epifluorescencia ¢ y d de la Figura 8.18 corresponden a muestras
que fueron expuestas a medio nutritivo estéril durante 2 h. Estas im&genes fueron tomadas
con un objetivo 10X para poder observar las distancias alcanzadas por los
microorganismos. El segmento A en la Figura 8.18c corresponde a la distancia maxima de
colonizacion a partir del borde del in6culo inicial para un sustrato de Au-NSa. EI segmento
B de la Figura 8.18d es la correspondiente distancia para un sustrato de Au-MS1. Las
distancias que alcanzan las bacterias propagandose sobre un sustrato Au-NSa son
marcadamente mayores que las distancias que pueden lograr los microorganismos sobre un
sustrato Au-MS1. En la Tabla 8.3 se detallan las méximas distancias colonizadas a
distintos tiempos para ambos sustratos, dando cuenta de la menor velocidad de

colonizacién de las superficies Au-MSL1.

Tabla 8.3. Maximas distancias colonizadas a distintos tiempos para Au-NSa y Au-MS1

30 minutos 312 pum 43 pm
1 hora 745 pm 437 um
2 horas 1154 pm 618 um

Mediante el empleo del objetivo 40X, se obtuvieron detalles de la forma de
propagacion bacteriana sobre los dos tipos diferentes de superficies. En la Figura 8.19, se
muestran frentes de avance distintos para dichos sustratos. En la Figura 8.19a, que
corresponde a la propagacion bacteriana sobre un sustrato Au-NSa, se puede observar que
el frente de avance microbiano que se forma (flecha blanca), es similar al de la Figura 8.4a.
Ademas es evidente la formacion de redes a partir de agregados celulares (circulo blanco),
similares a las de la Figura 8.4b. Sobre la superficie de Au-MS1, no se observa este tipo de
estrategias de organizacion espacial microbiana para propagarse sobre el sustrato (Figura
8.19b). En el recuadro inferior de la Figura 8.19a, se observa un frente de avance
caracterizado por la formacion de redes de bacterias detras y la presencia de rafts

microbianos escapando del mismo (la flecha azul indica la direccion de avance del frente).
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Figura 8.19 (a) Colonizacion de P. fluorescens sobre Au-NSa, la flecha blanca indica el frente de avance, el
circulo blanco, las redes de bacterias. (b) Colonizacion de P. fluorescens sobre Au-MS1.

8.7. Conclusiones del presente capitulo.

A partir del andlisis de la propagacion de bacterias a distintos tiempos sobre una
superficie de Au-NSa, se pudieron identificar las etapas iniciales del proceso de auto-
organizacién espacial microbiano sobre una superficie sélida con el objeto de propagarse
sobre la misma tal como se resume en la Figura 8.20. En primera instancia (Figura 8.20a),
se define un frente de avance bacteriano con células ubicadas perpendicularmente a la
direccion de avance microbiano. El avance de este frente, deja areas desprovistas de
bacterias que posteriormente son ocupadas por células individuales. En segundo lugar, los
agregados celulares que avanzan pueden conectarse entre si formando redes (Figura
8.20b). La elongacion de células y la presencia de flagelos pueden facilitar este proceso.
Posteriormente, algunas de las células que forman el frente bacteriano compacto pueden
escapar y avanzar mas rapidamente que el frente hacia zonas del sustrato no colonizado
(Figura 8.20c).
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Figura 8.20 Esquema representando las etapas de auto-organizacién microbiano sobre una superficie de Au-
NSa.

Los resultados del presente capitulo demuestran que los patrones topograficos
superficiales micrométricos tienen significativa influencia en las estrategias que emplean
los microorganismos para la propagacion sobre un sustrato durante las primeras etapas de
la formacion de un biofilm. La movilidad cooperativa de los agregados celulares esta
dificultada y probablemente demande mayor energia sobre una superficie MS1 que sobre
un sustrato NSa. Asimismo, la orientacion de los canales caracteristicos de la superficie
MS1 también influye sobre la organizacién espacial bacteriana y sobre las estrategias de
colonizacion. Ademas, tanto la orientacion como el tamafio de las células adheridas
manifiestan modificaciones dependiendo de la ubicacion espacial dentro del
desplazamiento global.

Por lo tanto, se puede concluir que la auto-organizacién espacial bacteriana y la
propagacion sobre los sustratos estan altamente condicionadas por superficies con
microestructuras superficiales de dimensiones similares al tamafio de las bacterias.
Consecuentemente, este tipo de configuracion superficial podria ser utilizada como

estrategia para reducir la velocidad de colonizacion de los sustratos.
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Capitulo 9

Efecto de los antibioticos sobre las
bacterias adheridas a sustratos con

diferente topografia.

9.1. Introduccion.

Tal como se describié en el capitulo anterior numerosas enfermedades (otitis,
endocarditis, caries, periodontitis y las infecciones cronicas del pulmén de pacientes con
fibrosis quistica) (1) asi como un gran numero de infecciones hospitalarias (ligadas a
catéteres venosos centrales (2), catéteres urinarios (3), protesis de valvulas cardiacas (4) y
dispositivos ortopédicos (5)) estan claramente asociadas a biofilms y son tratadas con
antibioticos. Todas estas infecciones comparten caracteristicas similares a pesar de la gran
variedad de microorganismos y sitios huéspedes. Ello es debido a que una de las

caracteristicas mas importante de un biofilm es que las bacterias que crecen en €l son

209



Capitulo 9 - Efecto de antibidticos sobre las bacterias adheridas a sustratos con diferente topografia

capaces de evadir las defensas del huésped y resistir la terapia antimicrobiana con
antibidticos.

La matriz de EPS del biofilm, que contiene polisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos originados por los mismos microorganismos (6-7), cumple la funcion de proveer
estabilidad estructural y proteccion al mismo contra condiciones ambientales adversas.
Teniendo en cuenta que, el desarrollo de un biofilm se inicia mediante la adhesion
irreversible de bacterias plancténicas que se acercan aisladamente a la superficie (8), el
éxito de la profilaxis antibiética durante el periodo quirdrgico, por ejemplo en las cirugias
aloplésticas, ha permitido comprobar que en esta etapa preliminar las células son mas
susceptibles a los agentes antibidticos. Los siguientes pasos de desarrollo consisten, tal
como se discutio en el Capitulo 1, en la adhesién irreversible a la superficie, la
colonizacion superficial en monocapas de bacterias, incluyendo la multiplicacion de las
mismas, la produccion de una matriz polimérica y la posterior formacion de microcolonias
(8). Posteriormente, el biofilm aumenta su espesor, observandose en los biofilms maduros
estructuras tipo hongo o torre conectadas por canales por donde se produce el transporte de
nutrientes (9). Durante esta etapa de madurez, la resistencia a los antibiéticos es maxima.

Es importante recordar que el metabolismo y la velocidad de reproduccion de los
microorganismos varian de acuerdo a su posicion en el biofilm y al ambiente donde se
desarrolla, y que la estructura y composicion del biofilm varian segun el tipo de bacteria.
Estas caracteristicas tienen importantes consecuencias tanto diagnosticas como
terapéuticas. Con respecto al diagnostico, debe considerarse que en los biofilms
infecciosos, las bacterias se encuentran densamente empaquetadas y cubiertas por una
matriz polimérica. Este tipo de estructura dificulta el cultivo, la cuantificacion e
identificacion de los microorganismos a través de las técnicas tradicionales de cultivo
desarrolladas en el laboratorio (10). También trae como consecuencia la posibilidad de
obtener resultados errdneos en la determinacion de la susceptibilidad antibiotica, ya que la
resistencia puede diferir notablemente si las células previamente se dispersan por
ultrasonido o si se trabaja directamente con el biofilm. Estas células dispersas obtenidas en
el laboratorio son en general méas susceptibles a la terapia con antibi6ticos que las del

biofilm real que se desarrolla en el paciente.
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9.2. Mecanismos de resistencia de los biofilms a la accion de los

antibioticos.

La resistencia de los biofilms a los antibi6ticos contribuye a la cronicidad de las
infecciones (11). Debido a la complejidad de esta estructura bioldgica, los mecanismos de
resistencia de los biofilms no se limitan a los ya conocidos mecanismos de transferencia de
plasmidos, transposones y mutaciones que le confieren resistencia a las bacterias
individuales (12). Existen cuatro formas basicas de defensa que podrian explicar el
comportamiento mas resistente del biofilm. La primera considera la baja penetracion del
biocida asociada tanto a la resistencia a la difusion como a la desactivacion o adsorcion del
antibidtico por la matriz polimérica, que reducen la actividad e interaccion del biocida con
las células. Asi por ejemplo, microorganismos como las cepas salvajes de Klebsiella
pneumoniae logran desactivar al antibiotico sobre la superficie del biofilm retardando su
penetracion (13). La obstaculizacion de la difusion es probablemente efectiva contra
pequefios péptidos antimicrobianos de numerosas defensinas (proteinas de cisteina ricas en
iones y que funcionan como antibi6ticos naturales que se hallan en la superficie de la piel).
También se ha reportado (14) que la barrera difusional generada en las biopeliculas juega
un rol importante en la resistencia antibidtica en P. aeruginosa, debido a la
sobreproduccion de enzimas B-lactamasas en la matriz del biofilm que hidroliza a los
antibidticos B-lactdmicos antes de alcanzar a las células bacterianas (15-16). Ademas se ha
descripto que, de forma similar, se puede aumentar la produccién de matriz polimérica en
algunos estafilococos de coagulasa negativa (17-18). Se ha sugerido que las B-lactamasas
dentro de los biofilms provienen de capas de bacterias lisadas debido a la exposicion a
antibioticos mediante la liberacion de enzimas defensivas dentro del espacio extracelular.
Por otra parte, la carga negativa de los exopolisacaridos es muy efectiva contra antibidticos
cargados positivamente como los aminoglucosidos, por presentar restriccion de la
permeabilidad durante toda la union.

La segunda hipotesis se basa en la alteracion de los microambientes (diferencias
en concentracion de nutrientes, oxigeno, etc.) que contribuyen a crear zonas
metabolicamente inactivas, donde la velocidad de crecimiento es casi nula. Se sabe que
ciertos antibioticos como la penicilina matan Unicamente a las bacterias en crecimiento
(19) v, por lo tanto, serian inefectivos contra células vivas pero no viables. De hecho, la

penicilina y la ampicilina no atacan células que no estén en crecimiento y la tasa de ataque
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es proporcional a la tasa de crecimiento. Algunos de los mas avanzados lactdmicos, como
cefalosporinas, aminoglucésidos y fluoroquinolonas pueden atacar células en fase
estacionaria, sin embargo son mas efectivos en el ataque rapido de células en division. Por
otra parte, se han medido gradientes de oxigeno que indican concentraciones casi nulas en
ciertos sitios interiores del biofilm y se ha reportado (20) que algunos biocidas son menos
efectivos en ambientes anaerobicos que en los aerdbicos. Asi por ejemplo el oxigeno es
conocido por modular la accion de los aminoglucésidos y los gradientes de pH pueden
impactar negativamente la eficiencia de ciertos antibioticos.

La tercera hipétesis, considerada la mas fuerte y genérica, se basa en la
comprobacion de que existe alteracion fenotipica de algunas bacterias constituyendo
formas altamente resistentes comparables a esporas. Se sabe de la persistencia de un 1% de
bacterias como sobrevivientes, ain después de prolongados tratamientos con antibioticos.
Ella explicaria por qué los agregados de bacterias recientemente formados muestran
resistencia a los antibi6ticos de diferente composicion, ain cuando no existan todavia
barrera difusional y/o microambientes alterados.

El ultimo factor recientemente considerado es la persistencia bacteriana, que se
relaciona con la capacidad de un cierto namero de células del biofilm de resistir frente a la
presencia de ambientes agresivos (21). Estudios sefialan que existe una cierta poblacion
microbiana dentro de la biopelicula que forma un Unico y altamente protegido estado
fenotipico (22). Esta poblacion recibe el nombre de células persistentes. La persistencia de
una poblacion de células puede deberse a:

e La dimensién bifasica de la biopelicula, en la cual gran parte de la
poblacion es atacada rapidamente pero una pequefia fraccion de células del
interior no es afectada aun con un prolongado tratamiento con antibidticos.
e Los genes que contribuyen a la persistencia codifican proteinas que
actuan como circuitos reguladores que condicionan la entrada y el éxito de
este estado como la buena y especifica respuesta protectora.

e Los antibidticos bacteriostaticos que inhiben el crecimiento de
microorganismos paradojicamente contribuyen a la persistencia y a la
preservacion de la biopelicula; la persistencia es dependiente de la dosis
del agente bacteriostatico y del tiempo de duracion del ataque.

Se ha comprobado que la frecuencia de mutaciones en bacterias desarrollandose

en biofilms es significativamente mayor que la correspondiente a las células planctonicas
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(23), siendo también mayor la transmision genética horizontal (24). Estas condiciones
fisiologicas podrian explicar por qué las bacterias en biofilms se transforman mas
facilmente en resistentes por medio de los mecanismos de resistencia tradicionales
(betalactdmicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas) observados en las bacterias
plancténicas. Por otra parte, la elevada produccion de especies enddgenas oxigeno
reactivas (ROS, del inglés reactive oxygen species) y un sistema antioxidante deficiente
(25-26) generan un desbalance entre la carga oxidativa y las defensas antioxidativas dando
lugar a estrés oxidativo en biofilms. Se considera que este estrés oxidativo causa
mutabilidad elevada en las bacterias sésiles (23, 27) y que el estrés oxidativo enddgeno
promueve la resistencia antibidtica (28). Algunas investigaciones recientes también
demuestran que la estructura de las microcolonias en los biofilms, debido al estrés
oxidativo enddgeno, son ambientes propicios para generar una adaptacion genética elevada
y cambio evolutivo (27).

La existencia de ciertos mecanismos de comunicacion de las bacterias, mediante
la sintesis y reaccion de moléculas sefializadoras (29-31), también podria estar ligado a su
mecanismo de resistencia a los biocidas (Capitulo 1, Seccion 1.6). Se conoce como quorum
sensing (QS) al mecanismo mediante el cual bacterias independientes perciben la presencia
de otras y mediante la generacion de sefiales extracelulares son capaces de desarrollar
comportamientos sociales coordinados. La bacteria advierte la presencia de un nimero
critico de células en un espacio limitado y responde mediante la activacidn de ciertos genes
que producen, por ejemplo, factores de virulencia como enzimas o toxinas. Para el caso de
P. aeruginosa, QS regula la produccion de factores de virulencia como enzimas
extracelulares y lisinas celulares (por ejemplo, ramnolipidos), que son importantes en la
patogenicidad de las infecciones en donde funcionan como agentes protectores frente a los
fagocitos (32-33).

Teniendo en cuenta que las bacterias que se desprenden de los biofilms pierden
paulatinamente sus propiedades resistivas, puede inferirse que los mecanismos
previamente mencionados que interpreten las distintas formas de resistencia del biofilm a
los tratamientos con biocidas deberian estar relacionados con la naturaleza multicelular del

biofilm.
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9.3. Nuevas terapias para la erradicacion de biofilms.

Aunque aun no se conocen en profundidad todos los mecanismos involucrados en
la resistencia de los biofilms frente a los antibidticos, se sabe, tal como se describe en la
seccion previa que existen mdaltiples mecanismos de resistencia que pueden actuar
simultaneamente.

La heterogeneidad de estructuras, composiciones Yy estados fisioldgicos
microbianos dentro de los biofilms dificulta la accion biocida. De acuerdo a lo analizado
anteriormente, es posible inferir que las células pueden estar expuestas a distintas
concentraciones de antibidticos dependiendo de su ubicacion espacial. Por otra parte, los
gradientes de concentracion de nutrientes y compuestos toxicos existentes dentro del
biofilm pueden alterar los ambientes locales generando diferentes velocidades de
crecimiento de las células microbianas. Asimismo, una pequefia proporcién de células
dentro del biofilm pueden diferenciarse en un estado fenotipico altamente protector y
coexistir con bacterias vecinas que son sensibles a los antibidticos. Como consecuencia,
frecuentemente un antibidtico sélo es capaz de eliminar a algunas de las células dentro del
biofilm, pero no a todas. Por este motivo, frecuentemente las terapias anti-biofilm deben
impedir mas de un mecanismo a la vez para que sean efectivas.

Debido a que la resistencia antibiotica del biofilm dependeria de la agregacién de
las bacterias en comunidades multicelulares, puede especularse sobre estrategias
alternativas donde se dificulte la agregacion de las bacterias. Si se logra impedir la
agrupacion de los microorganismos la situacion seria mas ventajosa por dos motivos: por
un lado, las defensas del huésped podrian resolver mejor la infeccién y por otro se
mejoraria la eficacia de los antibidticos en esas condiciones.

Las estrategias de tratamiento mas promisorias se enfocan en impedir el desarrollo
de las estructuras multicelulares en vez de apuntar a las funciones esenciales de las celulas
individuales. Entre las potenciales quimioterapias para impedir o destruir los agregados de
bacterias se incluyen enzimas que disuelven la matriz polimérica extracelular (34),
reacciones quimicas que bloquean la sintesis de la matriz del biofilm (35) y analogos de las
moléculas sefializadoras microbianas que interfieren con la comunicacion célula-célula,
indispensable para el desarrollo normal del biofilm (36). A medida que la base genética

para el desarrollo del biofilm se conozca en profundidad, los productos de los genes que se
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identifiquen como esenciales para la formacion de colonias multicelulares se transformaran
en el blanco ideal para potenciales quimioterapias.

Las potenciales estrategias que involucran cambios fisicoquimicos se basan en el
desarrollo de mejores materiales y métodos para el tratamiento de los biofilms (37). Por
ejemplo, la estimulacion eléctrica, ultrasonica, y fotodindmica puede perturbar a los
biofilms y aumentar la eficacia de ciertos agentes antibidticos (38). Ademas, el
cubrimiento de superficies con compuestos antimicrobianos ha demostrado cierta eficacia
en la prevencion de la formacion de biofilms (39-43).

De acuerdo a lo analizado previamente, las estrategias para combatir biofilms
evolucionan constantemente y existen variadas posibilidades que podrian favorecer la
accion de ciertos antibioticos. En el presente capitulo se evaluara la accion combinada de
un efecto fisico, el efecto de la topografia, como coadyuvante a la accion biocida de los
antibidticos. Teniendo en cuenta que la formacion de agregados bacterianos durante las
primeras etapas de la formacion del biofilm estd significativamente afectada por la
microtopografia superficial (Capitulo 6), es posible especular que este tipo de estructuras
superficiales podria mejorar la eficacia de los antibidticos. En este capitulo se analizara
particularmente el efecto de topografias superficiales de tipo Au-MS1 que asisten a la
terapia de dos antibiéticos, penicilina y estreptomicina, sobre biofilms de P. fluorescens.

9.4. Caracteristicas de los antibioticos utilizados.

9.4.1. Penicilina.

Las penicilinas pertenecen a una familia de compuestos quimicos con una
estructura quimica peculiar que le confiere una actividad caracteristica contra un grupo
determinado de bacterias (44). La mayoria de las penicilinas poseen como nucleo quimico
el anillo 6-aminopenicilanico (Figura 9.1) y difieren entre si segun la cadena lateral
anclada a su grupo amino. Este nicleo 6-aminopenicilanico consta a su vez de un anillo
tiazolidinico enlazado a un anillo betalactdmico, éste ultimo aparentemente esencial para la
actividad antimicrobiana de este compuesto. Ademas del nitrogeno y del azufre del anillo
tiazolidinico y betalactdmico, la penicilina tiene un grupo carboxilo en la posicion 2, un

radical 2-metil en la posicion 3 y un grupo amino en la posicion 6, con distintos derivados
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del grupo acilo como posibles sustituyentes, responsables de las diversas caracteristicas de
las diferentes penicilinas.

R H H
N .S
O D/;—N / CH,

COOH
FIGURA 9.1. Estructura quimica de la penicilina

La penicilina, como el resto de los B-lactdmicos, ejerce una accion bactericida
mediante la alteracion de la pared celular bacteriana, estructura que no existe en las células
humanas. La pared bacteriana se encuentra por fuera de la membrana plasmatica (44-45) y
confiere a las bacterias la resistencia necesaria para soportar, sin romperse, la elevada
presion osmotica que existe en su interior. Ademéas de esto, la pared bacteriana es
indispensable para la division celular, los procesos de transporte de sustancias, a los que
limita por sus caracteristicas de permeabilidad y la capacidad patdgena y antigénica de las
bacterias, ya que contiene endotoxinas bacterianas (45-46).

La accion de la penicilina, y en general de los B-lactdmicos, se desarrolla
principalmente en la ultima fase de la sintesis de peptidoglicano de la pared celular, al
unirse a una enzima transpeptidasa llamada proteina fijadora de penicilina, responsable de
producir una serie de enlaces cruzados entre las cadenas de los péptidos. La formacion de
estos enlaces 0 puentes es la que confiere la mayor rigidez a la pared bacteriana. Por lo
tanto, los P-lactamicos como la penicilina, al inhibir la sintesis de peptidoglicano,
interfieren en la formacién de la pared celular bacteriana. Las bacterias sin su pared celular
estallan o son mas facilmente fagocitadas por los granulocitos. Esta inhibicién produce una
acumulacién de los precursores del peptidoglicano, los cuales producen una activacion de
enzimas como las hidrolasas y autolisinas que digieren el remanente de peptidoglicano en
la bacteria (47). Por otra parte, la penicilina favorece la lisis osmoética de la bacteria

durante el proceso de multiplicacion.
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9.4.1. Estreptomicina.

La estreptomicina es un antibiético que pertenece a la familia de los
aminoglucosidos. Los aminoglucésidos constituyen una clase de antimicrobianos de uso
habitual y eficaz en la préctica clinica (48). A pesar de que existen diversos mecanismos de
resistencia, contintan siendo activos frente a gran parte de los bacilos Gram-negativos
aerobios. En la actualidad de utilizan fundamentalmente en combinacion con B-lactdmicos
en infecciones graves. Su estructura quimica (Figura 9.2) se compone de aminoazUcares
unidos por enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupos aminos
(aminociclitol). Cuando el componente aminociclitol es la estreptidina, el antibi6tico

correspondiente es la estreptomicina (49).

OH
HoN
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OH CHg NH,

FIGURA 9.2. Estructura quimica de la estreptomicina

La acciéon de los aminoglucésidos comprende una interaccion inicial con la
superficie externa de la membrana celular bacteriana, transporte a través de la membrana
interna y, finalmente, la unién a la subunidad 30S de los ribosomas, que inhibe la sintesis

de proteinas, conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo (45) (50).

9.4.3. Combinacion de antibidticos: Efecto sinérgico.

Para los ensayos realizados en el presente trabajo se utilizaron dos antibidticos: la
penicilina y la estreptomicina debido al efecto sinérgico que presentan los mismos. La
inhibicién de la sintesis del peptidoglicano debido a la accion de la penicilina permite que
los aminoglucdsidos (estreptomicina) penetren la pared celular con mayor facilidad,

modificando la sintesis de proteinas dentro de la célula bacteriana.
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9.5. Estudio de la eficacia de los antibidticos en bacterias

planctonicas.

Se sabe que la eficacia biocida de un antibiotico puede variar hasta mil veces
cuando se compara su efecto sobre bacterias planctonicas y sesiles (51-52). Con el objetivo
de evaluar la accion antimicrobiana de los compuestos utilizados (penicilina y
estreptomicina) sobre P. fluorescens se realizaron, en primera instancia, ensayos con
bacterias plancténicas con el propdsito de comprobar su grado de sensibilidad a los
antibidticos. Con ese fin, se colocd en varios tubos eppendorf 1 ml de cultivo de P.
fluorescens (en fase exponencial, 1 x 10’ UFC/mI). A la mitad de los tubos se les agregd
ademas 5 pl de una mezcla de antibidticos consistente en 50 unidades de penicilina/ml y 50
pug de estreptomicina/ml. Después de un periodo de incubacion de 2 h, se tomaron
alicuotas de cultivos con y sin antibioticos. La determinacion de la cantidad de células
vivas y muertas anterior y posterior a la exposicion a los biocidas se realiz6 mediante el
uso del kit Live/Dead Baclight ® (los detalles acerca del mecanismo de accion del
colorante se informaron en el Capitulo 2) utilizando la metodologia reportada en
bibliografia (52). Cada alicuota (5 pl) se coloc6 sobre un vidrio portaobjeto y se cubri6 con
un vidrio cubreobjeto para su posterior evaluacion. Las imagenes tomadas a través de
microscopia Optica de epifluorescencia permitieron obtener los resultados que se muestran
en la Figura 9.3. Sobre diez imagenes Opticas obtenidas al azar (ensayo realizado por
triplicado) y mediante el empleo del software IMAGE J, se cuantifico el porcentaje de area
fluorescente obtenida con el filtro U-MWG2 que permite visualizar el total de bacterias.
Posteriormente, se realiz6 el andlisis del porcentaje de area fluorescente de las imagenes
Opticas obtenidas con el filtro U-MWB2, con el cual s6lo pueden observarse las células
muertas (rojas). La diferencia entre estas dos areas cubiertas representa la cantidad de

células vivas.
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FIGURA 9.3. (a) Grafico representando el porcentaje de bacterias planctdnicas vivas (azul) y muertas (rojo) para
un cultivo sin antibidticos (control) y para otro expuesto a antibidticos. (b) Imagenes de microscopia de
epifluorescencia (Kit Live/Dead Baclight ®) de un cultivo control, en donde se observa una mayoria de células
verdes (izquierda), y de un cultivo con antibidticos, con bacterias fluorescentes principalmente de color rojo
(derecha).

En la Figura 9.3 se grafica el porcentaje de bacterias plancténicas vivas (calculada
en funcion del ndmero de pixeles de coloracion verde respecto del numero total de
pixeles). En la alicuota que no contenia antibidticos este valor fue de 91% mientras que el
porcentaje luego de la exposicion a los bactericidas durante 2 h fue de 28%. Mediante un
andlisis estadistico de Test t-Student (p<0.05), pudo concluirse que las P. fluorescens
planctonicas son sensibles a los antibioticos luego de un breve periodo de exposicion a los
mismos y que las cantidades de antibioticos empleadas son efectivas para eliminar un gran

porcentaje de bacterias planctonicas.
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9.6. Evaluacién de la eficacia de los antibidticos sobre
bioflms de P. fluorescens sobre superficies nano vy

microestructuradas.

Los ensayos experimentales que se describiran a continuacion tienen como
objetivo evaluar la susceptibilidad a los antibi6ticos de las bacterias sésiles adheridas sobre
dos superficies con caracteristicas topograficas diferentes (Au-NSa y Au-MS1). En el
presente capitulo, se evaluara si la susceptibilidad a la accion de agentes antimicrobianos
de los microorganismos seésiles se ve afectada por la distribucion y densidad superficial de
bacterias sobre dichos sustratos.

Los biofilms se formaron a partir de un cultivo de P. fluorescens preparado a base
de un indculo inicial de 2 ml, como ya se ha detallado anteriormente (Capitulo 5). En un
ambiente estéril se colocaron los sustratos empleados para la formacion de los biofilms
(Au-NSa y Au-MS1) sobre una placa de Petri también estéril. Con el fin de ensayar los
antibioticos sobre biofilms crecidos en condiciones similares se depositdé una microgota de
cultivo bacteriano (25 ul) sobre cada sustrato durante 1 h con el objetivo de formar un
biofilm primitivo (53). Transcurrido este periodo de tiempo, las muestras se enjuagaron
con agua bidestilada estéril para remover de la superficie aquellos microorganismos que no
se encontraban irreversiblemente adheridos al sustrato. Algunas de las muestras se secaron
y fueron tefiidas con el kit Live/Dead Baclight ®. Las mismas fueron utilizadas como
controles de la formacion de biofilm. Por otro lado, se ubicd al resto de las muestras en una
placa de Petri con medio de cultivo estéril al que se adicionaron penicilina y
estreptomicina. Las concentraciones finales de los antibidticos fueron, al igual que en el
caso de las bacterias planctonicas, de 50 unidades/ml y 50 pg/ml de penicilina y
estreptomicina, respectivamente. Los sustratos se retiraron de la solucién conteniendo
caldo nutritivo y antibioticos luego de diferentes tiempos de exposicion: 1 h, 2 hy 24 h. Se
repitié el procedimiento de secado y coloracion de las muestras y se evalué el desarrollo
del biofilm sobre las diferentes superficies en presencia de antibidticos.

El efecto de diversos biocidas sobre el desarrollo de un biofilm bacteriano se ha
estudiado con muchos y variados métodos, como por ejemplo mediante la remocion de la
capa de biofilm de la superficie para luego determinar el nimero de células viables

mediante el conteo de unidades formadoras de colonias. Este método tiene varios
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inconvenientes, entre los que se puede mencionar: la incompleta remocion de bacterias de
la superficie, la falta de disgregacién de algunos agregados de células que conducen al
menor nimero de unidades formadoras de colonias, la ruptura de algunos microorganismos
al someterlos a ultrasonido para su separacion y la posibilidad de que existan células vivas
pero no viables que no se detectarian en los conteos de colonias. Estos inconvenientes
traerian como consecuencia inexactitud en el proceso de conteo de las células. Para evitar
estos inconvenientes, en este trabajo se realizo la determinacion de bacterias vivas sin la
necesidad remover el biofilm formado sobre la superficie. La utilizacion de la mezcla de
colorantes (ioduro de propidio y Syto-9 del kit Live/Dead Baclight ®) permite la deteccion
por epifluorescencia de las células vivas y muertas dentro del biofilm intacto. Este tipo de
ensayo ha sido utilizado exitosamente en varios trabajos para evaluar el efecto de agentes
antimicrobianos sobre una gran variedad de microorganismos (54-56).

Primeramente se realizé el analisis del biofilm sobre aquellas superficies que no
fueron expuestas a antibidticos (biofilm control). Esto permitié conocer el estado inicial de
la formacidn de biofilms sobre las diferentes superficies.

En la Figura 9.4 se pueden observar imagenes de epifluorescencia tomadas con un
microscopio optico. La imagen de la Figura 9.4a muestra una superficie de Au-NSa mucho
mas cubierta de bacterias y con una densidad de células significativamente mayor que la
correspondiente a la superficie de Au-MS1 (Figura 9.4b).

Figura 9.4. Imagenes de epifluorescencia de biofilms formados inicialmente sin la presencia de antibidticos
(muestras control). (a) Bacterias adheridas a sustrato de Au-NSa. (b) Bacterias adheridas a sustrato de Au-MS1.

Tal como se describi6 anteriormente, la formacion de agregados bidimensionales
de bacterias sobre una superficie constituye una etapa fundamental durante el proceso de

desarrollo de un biofilm. Sobre la superficie nanoestructurada, sin patrén topografico
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ordenado, las células pueden agruparse formando agregados ordenados y organizados y
fundamentalmente permitiendo el contacto lateral entre ellas hasta formar una capa
bidimensional de bacterias. Por el contrario, sobre la superficie microestructurada (MS1)
no fue evidente la formacidn, en los estadios iniciales, de una capa bidimensional densa y
poblada de bacterias en contacto entre si. La Figura 9.5 corresponde a imagenes AFM en
modo contacto de las primeras etapas de adhesion bacteriana (periodo de exposicion:1h)
sobre las dos superficies de Au con diferente topografia en donde nuevamente pueden
observarse claramente las diferencias en el nimero de bacterias sésiles durante estas

primeras etapas en ambos sustratos.

600.0nm

1 I 1
0.0 1; Height 244 um 0.0 1: Heioht 26.6 un

Figura 9.5. Imagenes de AFM en modo contacto (25 x 25 pma2). (@) P. fluorescens sobre Au-NSa. (b) P.
fluorescens sobre Au-MS1, formados inicialmente sin la presencia de antibioticos (muestras control).

Mediante el empleo del programa de analisis de imagenes IMAGE J y las
imagenes de microscopia oOptica de epifluorescencia se calculo el porcentaje de area del
sustrato cubierta por bacterias a través de la cuantificacion de la fluorescencia sobre las
muestras. Se realizaron medidas sobre 10 areas diferentes. El porcentaje de area cubierto
por bacterias sobre la muestra de Au-NSa fue 38,01 £ 7,30 %, mientras que el
correspondiente a la superficie de Au-MS1 fue 10,03 + 6,20 % (Tabla 9.1).
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Tabla 9.1. Porcentaje de area cubierta con bacterias antes del tratamiento con antibiéticos

% Area cubierta por P. fluorescens

Au-NSa 38,01 = 7,30
Au-MS1 10,03 + 6,20

Luego del andlisis de los biofilms formados sobre las diferentes superficies en un
medio nutritivo sin la presencia de antibioticos, se procedio a evaluar el desarrollo del
biofilm sobre los distintos sustratos en un medio nutritivo con 50 unidades/ml de penicilina
y 50 pg/ml de estreptomicina.

La evaluacion del porcentaje de bacterias viables sobre los diferentes sustratos
también se realizd utilizando el kit Live/Dead Baclight ®. En la Figura 9.6 se pueden
observar imégenes de epifluorescencia de bacterias adheridas a los sustratos de Au NSa
(Figuras 9.6a y 9.6b) y Au MS1 (Figuras 9.6¢ y 9.6d) luego de estar en contacto durante 1
h con el medio nutritivo suplementado con antibidticos. Debe tenerse en cuenta que la
comparacion de los resultados porcentuales del area fluorescente obtenidos a partir de las
experiencias con bacterias planctonicas y sésiles no es directa, ya que las primeras
corresponden a una alicuota de medio de cultivo liquido, mientras que las sésiles

corresponden a las adheridas a la superficie metalica.

Figura 9.6. Imagenes de epifluorescencia de P. fluorescens sobre sustratos de Au-NSa ((@) y (b)) y sobre
sustratos de Au-MS1 ((c) y (d)) después de 1 h de tratamiento con los antibidticos. En las imagenes (a) y (c)
puede observarse el total de las bacterias (vivas + muertas) mientras que en las imagenes (b) y (d) sélo se
observan las bacterias muertas (rojas).
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Las imégenes (a) y (c) de la Figura 9.6 fueron tomadas utilizando el filtro U-
MWG2 que permite visualizar el total de los microorganismos adheridos a la superficie del
metal. Mientras que las imagenes (b) y (d) corresponden al filtro U-MWB2 que permite
observar Unicamente la fluorescencia de las células muertas (fluorescencia roja). Puede
notarse que, la cantidad de células muertas fue mayor en el caso del sustrato Au-MS1 que
en el caso de Au-NSa, a pesar de que la cantidad de bacterias totales adheridas al sustrato
nanoestructurado es mayor.

El mismo tipo de andlisis se llevo a cabo para las muestras que fueron retiradas 2
h después de haber estado en contacto con los antibidticos. La Figura 9.7 representa
imagenes de microscopia Optica correspondiente a estas muestras, distinguiéndose las
células vivas como verdes (Figuras 9.7(a) y 9.7(c)) y las muertas como rojas (Figuras
9.7(b) y 9.7(d)). En la misma puede observarse la disminuciéon del area cubierta por
microorganismos, indicando, ya sea el desprendimiento de muchos de ellos o la lisis total
de las células que impide la accién del colorante.

Figura 9.7. Imagenes de epifluorescencia (Kit Live/Dead Baclight ® de P. fluorescens sobre sustratos de Au-NSa
(ay b) y sobre sustratos de Au-MS1 (cy d) después de 2 h de tratamiento con los antibidticos. Las imagenes a 'y
c permiten visualizar el total de las bacterias (vivas mas muertas) mientras que las imagenes b y d corresponden
a las bacterias muertas (rojas).
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Sobre el sustrato Au-MS1, luego de 2 h de exposicién al antibiotico, hay un gran
porcentaje de células muertas (Figura 9.7d). Con respecto a la superficie de Au-NSa, recién
a partir de las 2 h de inmersion en un medio nutritivo con antibidticos, comienza a ser
notoria la presencia de algunas células muertas (Figura 9.7b) dando cuenta de la dificultad
de accion del antibidtico sobre los biofilms méas densos formados sobre estas superficies.

Para evaluar el efecto de un tiempo de exposicion del biofilm al medio que
contiene antibidticos marcadamente mayor se realizaron ensayos en los que las muestras
con biofilms permanecieron durante 24 h en contacto con el medio nutritivo estéril
suplementado con los compuestos bactericidas. La Figura 9.8 corresponde a imagenes
Opticas de epifluorescencia representativas de dichas muestras.

Figura 9.8. Imagenes de epifluorescencia de P. fluorescens sobre sustratos de Au-NSa (a y b) y sobre sustratos
de Au-MS1 (c y d) después de 24 h de tratamiento con los antibioticos. Las imagenes a y c fueron tomadas con
el filtro U-MWG2 mientras que las imagenes b y d se obtuvieron con el filtro U-MWB2. Los circulos blancos en la
figura (a) indican la presencia de microcolonias de P. fluorescens formadas, en su mayoria, por bacterias vivas,
mientras que los de la figura (b) muestran que en dichas zonas han muerto pocas bacterias de las
microcolonias.

En la Figura 9.8 se muestran efectos muy interesantes detectados en relacion con

la actividad bactericida. Por un lado, se observo que la cantidad de células muertas siguid
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siendo mayor sobre la superficie de Au-MS1 que sobre el sustrato de Au-NSa. Por lo tanto,
las bacterias adheridas al sustrato microestructurado han mostrado mayor sensibilidad a los
antibioticos que aquellas células adheridas al sustrato nanoestructurado. Es decir, los
sustratos de Au-MS1 no solo inhiben la adherencia inicial de bacterias sino que también
inducen una distribucion espacial de microorganismos mas abierta que favorece la accion
bactericida del antibidtico.

Por otra parte, también puede advertirse la formacion de varias microcolonias de
P. fluorescens sobre la superficie NSa (circulos blancos en la Figura 9.8a). Las bacterias
que forman parte de dichas microcolonias muestran una intensa fluorescencia verde y muy
débil fluorescencia roja, sugiriendo que las mismas son mas resistentes a los efectos de la
penicilina y la estreptomicina. Cabe destacar que la aparicion de este tipo de cumulos o
microcolonias bacterianas sobre la superficie de Au microestructurada es mucho menos
frecuente, estando las bacterias mayoritariamente aisladas, y siendo por lo tanto mas
sensibles a los antibidticos.

Con el objetivo de cuantificar los resultados obtenidos en los ensayos presentados
se ha realizado el analisis estadistico de los datos correspondientes a las areas fluorescentes
de todas las muestras. Para cada una de ellas se analizaron 10 imagenes, correspondientes a
10 regiones tomadas al azar. EI mismo procedimiento se realizdé por triplicado. La
significacion estadistica de los resultados fue evaluada a través del test t-de Student con
una probabilidad del 95%.

La cuantificacion del total de bacterias adheridas a los diferentes sustratos (Au-
NSa y Au-MS1) se llevd a cabo en las muestras sin tratamiento con antibidticos (Figura
9.9a) y en aquellas que estuvieron expuestas al tratamiento con antibiéticos (Figura 9.9b).
Este calculo se realiz6 utilizando el programa de analisis de iméagenes IMAGE J, teniendo
en cuenta el area ocupada por las bacterias (areas fluorescentes) en las imagenes de

epifluorescencia (Figura 9.9).
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Figura 9.9. (a) Grafico representando % de 4rea de los sustratos Au-NSa y Au-MS1 cubierto por bacterias para
muestras sin exposicion a compuestos antibioticos. (b) Grafico representando % de area de los sustratos Au-NSa
y Au-MS1 cubierto por bacterias para la muestra inicial sin antibidticos (control), y para las muestras expuestas
a antibidticos durante 1 h, 2 hy 24 h.

Se puede observar (Figura 9.9a) que durante las primeras horas, el area del
sustrato cubierto por microorganismos aumenta, pero decrece a tiempos mas prolongados.
Sin embargo, en el caso de los sustratos expuestos a antibidticos (Fig 9.9b), el area cubierta
disminuye con el tiempo de exposicién durante todo el periodo evaluado. La Figura 9.9b,
muestra que antes de la exposicion al antibiotico (tiempo=0) el porcentaje de area cubierta
relacionada con las bacterias adheridas al sustrato Au-NSa es mucho mayor (38 %) que
para el sustrato Au-MS1 (10 %). Luego de 1 h de contacto con los antibioticos, el area
ocupada por bacterias sobre el sustrato Au-NSa disminuye hasta el 25%. Esta disminucién
puede deberse a diferentes factores: desprendimiento de microorganismos inducido por la
ausencia de células planctonicas en el medio, lisis total de las células que impediria la
combinacion del colorante con el ADN (que ya no se encuentra dentro de la célula) o la
agrupacion de células en microcolonias. Para formar dichas microcolonias los

microorganismos se desplazan sobre la superficie y se apilan para formar colonias 3D (tal
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como pudo observarse en la muestras después de 24 h) y por lo tanto el area ocupada por
las bacterias seria menor. Cabe destacar que el porcentaje de bacterias disminuye a tiempos
méas prolongados (24 h), aun en ausencia de antibioticos, probablemente debido al
desprendimiento de bacterias ocasionado por la falta de bacterias planctonicas en el medio
liquido, tal como se sugirié anteriormente.

Es interesante notar que, en el caso de las muestras que no estuvieron en contacto
con el antibidtico, el area cubierta inicialmente aumenta con el tiempo debido a la
duplicacion de las mismas, mientras en aquéllas expuestas a los biocidas disminuye. Podria
concluirse que las bacterias son sensibles a los agentes biocidas y que una parte de las
células se desprenden de la superficie, ya que no se detectan ni como vivas, ni como
muertas. Por otra parte el menor numero de bacterias adheridas (vivas + muertas) a los
sustratos Au-MS1 y el mayor aislamiento de las células pareceria favorecer la mayor
efectividad de los antibidticos en esta superficie. Para comprobar la eficacia del biocida se
evaluo el porcentaje de células muertas en cada uno de los casos anteriores. La Figura 9.10
representa el porcentaje de células muertas sobre Au-NSa (barras en color verde) y sobre
Au-MS1 (barras en color naranja) para las muestras control (sin antibioticos) y para las
muestras expuestas durante 1 h, 2 h'y 24 h a penicilina y estreptomicina. Puede observarse
que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a los antibidticos, la cantidad de
microorganismos muertos aumenta en cada una de las superficies alcanzando, después de

24 h, un valor de 59% del total de células adheridas en el caso del sustrato de Au-NSa y
82% sobre la superficie de Au-MS1
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Figura 9.10. Grafico del % de células muertas respecto del nimero total de células adheridas sobre sustratos de
Au-NSa (barras verdes) y Au-MS1 (barras naranjas) luego de diferentes tiempos de exposicidn a los antibioticos.
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Se puede definir un pardmetro de eficacia biocida (EFB) de la mezcla de
antibidticos para cada una de las superficies estudiadas como:

N° Bacterias Vivas Adheridas después del Tratamiento

EFB%=(1— )XlOO

N° Bacterias Vivas Adheridas antes del Tratamiento

Mediante el empleo de los datos obtenidos anteriormente, se calculé el porcentaje
de EFB-NSa y EFB-MS1, es decir, la eficacia del antibidtico sobre bacterias adheridas a
Au-NSa y a Au-MS1, respectivamente, después de 24 h de tratamiento.

También fue posible evaluar el porcentaje de bacterias muertas después de cada
tratamiento (% BM), respecto de la cantidad de bacterias vivas iniciales. De la Tabla 9.2
puede inferirse que EFB-NSa (54 % + 11 %) es significativamente menor que el EFB-MS1
(87 % + 14 %). y que el porcentaje de bacterias muertas respecto de las bacterias vivas

iniciales es también inferior (63% vs. 89%, respectivamente).

Tabla. 9.2. Porcentaje de eficacia biocida ( %EFB) y porcentaje bacterias muertas/ bacterias vivas

adheridas inicialmente (%BM).

Au-NSa 54+ 11 63+ 12
Au-MS1 87+14 89+ 10

Por todo lo analizado anteriormente, se puede concluir que la utilizacién de
superficies microestructuradas permite no sélo disminuir el nimero de bacterias adheridas
y la velocidad de colonizacidn inicial sino también aumentar la eficacia de los antibidticos
sobre el biofilm. Por otra parte, se confirma que la estructura multicelular del biofilm le
confiere comparativamente una mayor resistencia a los agentes agresivos que la que

presentan las células aisladas o en grupos pequefios.
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9.7. Efecto de los antibidticos sobre la estructura de la

membrana bacteriana.

Con el fin de analizar el efecto de los antibidticos sobre las membranas de las
bacterias adheridas a los sustratos de Au-NSa y Au-MS1 se realizaron observaciones
mediante AFM.

Teniendo en cuenta que el mecanismo de accion de la penicilina consiste en la
ruptura de la membrana de la bacteria (44-45), se observd mediante AFM la membrana
celular, antes y después del tratamiento con el antibi6tico, con el objeto de identificar
posibles cambios en la misma. Las imagenes de la Figura 9.11 revelan que las membranas
de las bacterias pertenecientes a los agregados formados sobre la superficie de Au-NSa no
exhiben diferencias significativas en la estructura de la membrana celular (Figura 9.11a y
9.11b) a pesar de haber estado en contacto con los antibidticos durante 24 h. Sin embargo,
las bacterias adheridas al sustrato de Au microestructurado (Au-MS1), méas aisladas,
presentan membranas altamente rugosas y fragmentadas luego de 24 h de exposicion a la
mezcla de penicilina y estreptomicina. A la izquierda de las imagenes magnificadas de las
bacterias, puede observarse la disposicion espacial de las células sobre los dos tipos de
sustratos. Sobre el Au-NSa las bacterias forman redes de agregados celulares muy densos
(Figura 9.11, izquierda superior) mientras que sobre la superficie de Au-MS1 las células se

encuentran aisladas.
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Figura 9.11. Imdgenes de AFM en modo contacto (2 x 2 um2, imagenes de deflexién) de P. fluorescens sobre
diferentes sustratos con y sin antibioticos. (a) Au-NSa después de 24 h de crecimiento sin antibiéticos. (b) Au-
NSa después de 24 h con antibidticos. (c) Au-MS1 después de 24 h de crecimiento sin antibidticos. (d) Au-MS1
después de 24 h de crecimiento con antibidticos. Las imagenes AFM que se encuentran a la izquierda
corresponden a P. fluorescens sobre Au-NSa (arriba) y Au-MS1 (abajo) respectivamente, indicando la diferente
organizacion espacial microbiana.

Se evalud la rugosidad (RMS) de la pared de las bacterias adheridas a los
diferentes sustratos en distintas areas de las células luego de la exposicién al medio de
cultivo sin y con antibioticos tal como se describi6é en el Capitulo 2. En la Tabla 9.3 se
encuentran los datos de las rugosidades de las membranas celulares de P. fluorescens. Se
puede observar que las membranas de las células adheridas al sustrato de Au-MS1 tienen
mas altos valores de rugosidad (Au-NSa=7,19 = 0,67 y Au-MS1=18,97 + 1,76) y se
encuentran altamente fragmentadas, indicando ruptura parcial o total de la membrana

bacteriana.

TABLA 9.3. Rugosidad de la membrana de las bacterias P. fluorescens adheridas a superficies

Au-NSa y Au-MS1 antes y después del tratamiento con antibiéticos.

Au-NSa sin antibidtico 7,19+ 0,67
Au-NSa con antibidtico 7,35+2,43
Au-MS1 sin antibidtico 9,41+ 1,37
Au-MS1 con antibidtico 18,97 + 1,76
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Las evaluaciones realizadas permiten inferir que la actividad de los antibidticos
afecta mas a las membranas de las bacterias aisladas, adheridas a los sustratos Au-MS1,

que a las de las bacterias que forman parte de grupos sobre los sustratos Au-NSa.

9.8. Efecto de los antibidticos sobre la formacion de

microcolonias.

En esta seccidn se estudiara el efecto de la presencia de antibioticos luego de
tiempos de exposicién de 24 h, que implican una redistribucion de las bacterias dando
lugar a la formacion de microcolonias. Asimismo, se evaluara como influye la presencia de
antibioticos sobre el tamafio y la forma de los agregados microbianos y de las bacterias.

En la Figura 9.12 se muestran imagenes de microscopia Optica (técnica de tincion
con naranja de acridina) de las microcolonias formadas sobre los diferentes sustratos
después de 24 h de exposicién al medio de cultivo sin antibiético sobre las superficies Au-
NSa (Figura 9.12a) y Au-MS1 (Figuras 9.12b). Las tres imagenes que se encuentran a la
derecha de las figuras a y b corresponden a zonas magnificadas de las mismas: (1) Centro
de la microcolonia; (2) Borde de la microcolonia; (3) Zona alejada de la microcolonia. Las
mismas muestran menos densidad de bacterias a medida que la distancia al centro de la

colonia es mayor.

20 um

Figura 9.12. Imagenes de epifluorescencia (naranja de acridina) de P. fluorescens sobre sustratos de Au-NSa (a)
y sobre sustratos de Au-MS1 (b) después de 24 h de crecimiento sin antibidticos. Las imagenes magnificadas
corresponden a: (1) Centro de la microcolonia, (2) Borde la microcolonia y (c) Zona alejada de la microcolonia.
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Las imégenes de la Figura 9.12 permiten distinguir la diferencia en la estructura
de las microcolonias formadas sobre los diferentes sustratos. Sobre el sustrato Au-NSa las
bacterias son capaces de formar agregados celulares grandes y densamente poblados.
Ademas se puede observar una gran cantidad de microorganismos alrededor de las estas
microcolonias. Por el contrario, las microcolonias que se desarrollan sobre el sustrato

microestructurado son méas pequefias y abiertas con pocas bacterias alrededor.

25 50 75 10.0 ym

Figura 9.13. (@) Imagen AFM en modo contacto de una microcolonia de P. fluorescens sobre Au-NSa (24 h de
crecimiento sin antibidticos). Grafico insertado: seccidn transversal tomada a lo largo de la linea azul. (b) Imagen
AFM de una zona dentro de la microcolonia. Los circulos rojos indican zonas densas de la colonia mientras que
los circulos blancos indican huecos o poros dentro del cimulo. (c) Imagen AFM tridimensional de parte de la
microcolonia sobre Au-NSa.

En la Figura 9.13 se muestran imagenes AFM de una microcolonia densa formada
sobre un sustrato de Au-NSa. El grafico insertado muestra la seccion transversal del
agregado celular. En la imagen AFM correspondiente a la Figura 9.13b se observa que la
estructura de la microcolonia consiste en un agregado denso de microorganismos

(marcados con circulos rojos) con algunos huecos o canales en su interior (marcados con
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circulos blancos). Esta estructura con poros y canales coincide con la descripta
anteriormente para biofilms de Pseudomonas sobre sustratos lisos (51). La Figura 9.13c es
una representacion en tres dimensiones de una zona interior de la microcolonia en donde se
evidencia claramente como se empaquetan las células en este tipo de cumulo.

La imagen AFM de la Figura 9.14 es de mayor magnificacion y corresponde
también al sustrato Au-NSa. El gréfico de la seccidn transversal (1) corresponde a la zona
densa del cimulo bacteriano, mientras que el corte transversal (2) a un poro o hueco dentro

de la microcolonia, con un desnivel negativo.

-300

05 1 485 2 25 um

Figura 9.14. Imagen AFM en modo contacto de una zona de una microcolonia formada sobre Au-NSa. (1) Corte
transversal realizado sobre una zona celular densa. (2) Corte transversal realizado sobre un poro de la colonia.

En la Figura 9.15 se observan imagenes AFM de una microcolonia de P.
fluorescens formada sobre una superficie de Au-MS1. La estructura de los cumulos
microbianos formados sobre este sustrato difiere significativamente de aquéllos que se
desarrollan sobre un sustrato de Au-NSa (Figura 9.13 y 9.14). En la Figura 9.15a puede

evidenciarse que la estructura de la colonia es abierta, poco densa y ramificada.
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Figura 9.15. (a) Imagen AFM de una microcolonia formada sobre un sustrato de Au-MS1. (b) Imagen AFM de una
zona de la microcolonia formada sobre Au-MS1. El corte transversal muestra la altura de la microcolonia (flecha
azul), la altura de bacterias individuales (flechas naranjas) y zonas en donde es posible observar la presencia del
sustrato microestructurado (circulos rojos).

En el grafico del corte transversal correspondiente a la Figura 9.15b, se puede
también verificar la baja densidad de bacterias en las colonias formadas sobre este sustrato.
Este tipo de microcolonia, debido a su estructura mas abierta, ha demostrado ser mas
sensible frente a la accion de antibidticos. El andlisis de las microcolonias desarrolladas
sobre los diferentes sustratos expuestos durante 24 h a un medio nutritivo suplementado
con la mezcla de penicilina y estreptomicina se muestran en las Figuras 9.16, 9.17 y 9.18.
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Figura 9.16. Imdgenes AFM en modo contacto de microcolonias formadas sobre un sustrato de Au-NSa después
de 24 h de tratamiento con la mezcla de antibidticos. (a) Imagen topografica. El grafico del recuadro blanco
muestra la seccion transversal tomada a lo largo de la linea azul. (b) Imagen de deflexién.
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En la Figura 9.16 se observan imagenes AFM de algunas microcolonias formadas
sobre un sustrato de Au-NSa. Estas microcolonias estan densamente pobladas pero son
mas pequefias que las correspondientes a las muestras sin antibioticos. Mediante el analisis
de la rugosidad en los cortes transversales realizados sobre la imagen, pudieron obtenerse
las alturas caracteristicas méas importantes. En el grafico insertado en la Figura 9.16 se
muestra la seccion transversal del cimulo de células. Las alturas de estos agregados son
inferiores a los correspondientes de las colonias sin tratamiento de antibioticos (comparar
las Figuras 9.13a y 9.16a).

Cabe mencionar, ademas, que se observo la presencia de mayor cantidad de
material polimérico exudado por los microorganismos (Figura 9.17) luego del tratamiento
con antibidticos. Asimismo pudo notarse que hubo una significativa cantidad de células
que se desprendieron de la superficie dejando huellas que indican sus posiciones anteriores

al desprendimiento o bien restos de sus membranas (circulos verdes, Figura 9.17).
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Figura 9.17. Imagen AFM de una zona de la microcolonia sobre Au-NSa luego de 24 h con antibidticos. La flecha
negra indica la presencia de gran cantidad de EPS. Los circulos verdes indican “huellas” de EPS que dejaron
células que se desprendieron de la superficie. Los cortes transversales (1) y (2) permiten determinar las alturas
del cimulo bacteriano (flecha azul), las células aisladas (flecha roja) y las “huellas” , probablemente de material
polimérico (flecha verde).

Sobre los sustratos de Au-MS1 luego del tratamiento con antibioticos (Figura
9.18) no pudo evidenciarse la presencia de las microcolonias similares a las encontradas
sobre la superficie sin tratamiento con antibioticos (Figura 9.12b). Puede concluirse
entonces que hubo inhibicion de la agregacion y desprendimiento de células o colonias

debido al tratamiento.
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Figura 9.18. Imagen AFM de P. fluorescens sobre un sustrato de Au-MS1 luego del tratamiento con antibiéticos.
La flecha blanca indica EPS sobre la superficie.

9.9. Efecto de los antibidticos sobre el tamafio y la

morfologia bacteriana.

Con respecto al tamafio y morfologia bacterianos, mediciones realizadas sobre
bacterias sésiles permitieron detectar una mayor longitud en aquéllas que no habian sido
expuestas a antibioticos tanto en los sustratos Au-NSa como en las superficies Au-MS1.
(Figura 9.19 y Tabla 9.4).

Figura 9.19. Imdgenes AFM de bacterias sobre sustratos de Au-NSa (izquierda) y Au-MS1 (derecha) con y sin
antibidticos dando cuenta de la diferencia de tamafios después de 24 h de crecimiento.
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En la Tabla 9.4, se presentan las longitudes promedio de las bacterias adheridas a
los diferentes sustratos con y sin exposicion a agentes antimicrobianos. Pudo comprobarse
que la longitud de los microorganismos adheridos a las superficies Au-NSa y Au-MS1 se
reduce al 62% y 48% respectivamente, luego de la exposicion a los agentes bactericidas

dando cuenta de una respuesta de defensa del microorganismo ante un ambiente agresivo.

TABLA 9.4. Longitud de las bacterias adheridas sobre los sustratos Au-NSa y Au-MS1 con y sin

tratamiento con antibioticos.

Au-NSa sin antibidtico 2,12+ 0,68
Au-NSa con antibidtico 1,33 +£0,25
Au-MS1 sin antibidtico 2,21+0,43
Au-MS1 con antibi6tico 1,06+ 0,15

9.10. Conclusiones del presente capitulo.

Los resultados del presente capitulo permiten llegar a conclusiones interesantes
con respecto al efecto de los antibidticos sobre las bacterias adheridas a dos superficies con
diferente topografia superficial.

La presencia de antibidticos induce la formacion de microcolonias y agregados
celulares mas densos luego de 24 h de exposicion.

Se han observado diferencias en el tamafio y en la morfologia de las bacterias
adheridas luego de la exposicion a los antibidticos como una respuesta de las mismas a la
presencia de agentes agresivos. Las células adheridas a los sustratos de Au reducen su
longitud hasta un 48 % en el caso de los adheridos a las superficies Au-MS1y 62 % en el
caso de los adheridos al Au-NSa.

Los microorganismos aislados adheridos a las superficies Au-MS1 son mas
susceptibles a la accion de los antibidticos que los correspondientes a las superficies Au-
NSa que forman grupos densos de bacterias. La mayor susceptibilidad de las bacterias
adheridas a las superficies Au-MS1 a la mezcla de penicilina y estreptomicina se ve
reflejada en el mayor numero de microorganismos muertos y en la estructura altamente

rugosa y fragmentada de las membranas de dichas bacterias luego del tratamiento.
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La estructura menos densa de las microcolonias formadas a tiempos de exposicion
de 24 h sobre las superficies Au-MS1 parece favorecer la accion de los antibidticos
aumentando su eficacia respecto a las mas compactas, formadas sobre superficies Au-NSa.

Las diferencias observadas entre el comportamiento de los microorganismos
aislados y los que conforman agregados de distinto tipo estdn de acuerdo con las teorias
que consideran que, los efectos fisicos y quimicos derivados de la estructura multicelular
del biofilm son responsables de su mayor resistencia al ataque por biocidas.

En los patrones superficiales tipo MS1 la erradicacion de infecciones por biofilms
se veria facilitada por la accién més eficaz tanto del antibidtico como de las defensas del
huésped.
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Conclusiones Generales

10.1. Conclusiones Generales

En el presente trabajo de tesis se estudid comparativamente la adhesion,
distribucion y organizacion de bacterias moviles (P. fluorescens) y el rol de sus flagelos
sobre superficies de distintas topografias, composicion quimica y propiedades
fisicoquimicas. Mediante técnicas de micro y nanofabricacion de obtuvieron patrones
superficiales de dimensiones caracteristicas similares, mayores y menores que las de las
bacterias y con distintas topografias y orientaciones. La utilizacion de microscopia de
fuerzas atomicas permitié evaluar a nivel micro y nanométrico tanto la topografia y

rugosidad de los sustratos fabricados como los procesos bioldgicos que ocurren en la
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interfase sustrato/fluido tales como ubicacion y orientacién de bacterias, flagelos y pilis,
rugosidad de membrana celular, division celular, etc. A partir del detallado estudio de la
adhesion y colonizacion de P. fluorescens sobre superficies con diferente topografias se
identificaron las caracteristicas iniciales del proceso de auto-organizacion espacial
microbiano sobre las distintas superficies solidas. En base a los resultados y conocimientos
adquiridos se seleccion6 la mejor estrategia de erradicacion de las biopeliculas en su etapa
inicial de formacion para optimizar la accion de los antibidticos. Las conclusiones de

dichos estudios se enumeran a continuacion:

Influencia de las propiedades superficiales del sustrato sobre la adherencia de

bacterias

® |a estructura de los agregados microbianos que se forman durante las primeras
etapas del desarrollo del biofilm en medios conteniendo sustancias organicas, esta

marcadamente influenciada por la topografia y la rugosidad de la superficie.

® |as células responden de manera analoga frente a los mismos patrones topograficos

en superficies inertes de distinta composicion quimica.

® Las bacterias P. fluorescens forman estructuras bidimensionales organizadas de
bacterias tipo balsas, rafts. Las mismas estan constituidas por bacterias conectadas entre si
lateralmente y son estructuras indispensables durante los procesos de movilidad
microbiana grupal sobre superficies.

® |aagregacion de bacterias en estructuras tipo raft se ve inhibida sobre sustratos con
canales submicrométricos cuyo ancho es similar al didmetro de las bacterias y su
profundidad es cercana a 100 nm (sustratos tipo MS1), independientemente de la

composicion del sustrato.

® E| tamaiio promedio de las células atrapadas es inferior al de las bacterias no
atrapadas en los canales micrométricos indicando el impacto de las caracteristicas

topograficas sobre la morfologia celular.

® Sobre sustratos toxicos como el Cu la formacion de agregados tipo raft se encuentra
inhibida. Se observé la formacion de colonias tridimensionales. La estructura de los

biofilms formados sobre Cu revela la presencia de bacterias no activas metabo6licamente o
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muertas en la zona cercana al sustrato constituyendo una barrera frente a la difusion de

iones Cu.

® La formacion de una capa de sustancias organicas adsorbidas (pelicula
condicionante) provenientes del medio de cultivo y la produccion de material polimérico

extracelular, cambian las propiedades fisicoquimicas originales del material.

® En las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, no se encontré una
correlacion clara entre las propiedades fisicoquimicas superficiales (carga superficial y
angulo de contacto) del sustrato y de las células y la distribucion y colonizacion bacteriana.
La pelicula organica condicionante podria jugar un rol importante en este tipo de

respuestas.

® | os sustratos microestructurados tipo MS1 son herramientas muy Utiles para atrapar
bacterias moviles como las Pseudomonas e investigar los posibles roles de los flagelos

sobre los sustratos sin recurrir al empleo de tratamientos quimicos.

® La microscopia AFM permitid visualizar los pilis y flagelos sobre la superficie, sin

embargo, sélo los pilis pudieron ser detectados mediante la microscopia SEM.

® Las iméagenes de AFM mostraron que la mayoria de los flagelos se orienta hacia las
células vecinas y por lo tanto pueden percibir la presencia de bacterias proximas. Se
observO que frecuentemente hacen contacto con las mismas, rodeandolas v,

probablemente, participando como sensores de las sefiales quimicas enviadas por ellas.

® La orientacion preferencial indicaria un rol especifico del flagelo durante las

primeras etapas de formacion de la biopelicula, que no ha sido descrito previamente.

® Sobre superficies toxicas como el Cu, gran parte de los flagelos no presentan una
orientacion preferencial, ya que su rol no estaria asociado a los procesos de agrupacion de
las bacterias en agregados bidimensionales y movimientos cooperativos, ausentes sobre

estas superficies.

® Experiencias preliminares mostraron que los flagelos que conectan a las celulas
serian capaces de conducir la corriente eléctrica en la escala nanométrica (nanowire). De
confirmarse este resultado a través de experiencias en curso podrian asignarse distintos

roles a los flagelos que implicarian el uso de esta capacidad.
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Influencia de las propiedades del sustrato en la colonizacion de superficies

por bacterias moviles

® La microscopia AFM permiti6 identificar tres etapas del proceso de auto-
organizacion espacial microbiano tipo swarming sobre una superficie sélida que se repiten
en el tiempo con el objeto de propagarse sobre la misma. Las mismas se describen a
continuacion:

i. Durante la primera etapa se observa el desarrollo de un frente con células
ubicadas perpendicularmente a la direccion de avance microbiano que deja
areas desnudas durante su desplazamiento, que posteriormente son ocupadas
por células individuales.

ii. Durante la segunda etapa los agregados celulares y las células individuales
que avanzan detras del frente se conectan entre si formando redes.

iii. Durante la tercera etapa algunas de las células que forman el frente bacteriano
compacto escapan y avanzan mas rapidamente que el frente, hacia zonas del

sustrato no colonizado.

® El tamafio de las células adheridas y su orientacion cambia dependiendo de la

ubicacion espacial dentro del frente global de desplazamiento.

® La velocidad de colonizacion y la densidad de superficie colonizada es inferior en

las superficies tipo MS1.

® La orientacion de los canales de las superficies MS1 en relacion al desplazamiento
del frente de avance bacteriano influye sobre la organizacion espacial de las bacterias

durante su propagacion.

® Lamovilidad cooperativa de los agregados celulares esta inhibida y probablemente
implique una mayor pérdida de energia cinética por friccion sobre una superficie MS1 que

sobre un sustrato NSa que permite el deslizamiento de los rafts.

® El desplazamiento de los agregados bacterianos sobre superficies MS1 se realiza en
direcciones oblicuas a los canales evitando que las bacterias queden atrapadas en los

mismos.

® Cuando se forman estructuras microbianas tipo rafts extensos sobre los sustratos

NSa se observa alrededor de las mismas la presencia de flagelos curvos, formando lazos.
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Estos flagelos podrian facilitar la conexion de células dentro del raft o el desplazamiento
cooperativo del grupo sobre la superficie.

® Ciertas bacterias se elongan hasta longitudes varias veces mayores que las de las
bacterias planctonicas. La elongacion esta probablemente asociada a la conexién vy
contacto de bacterias y grupos de bacterias.

Efecto de la aplicacion de antibidticos sobre biofilms formados sobre diferentes
superficies. Seleccidn de la mejor estrategia para optimizar la accion de los antibioticos

® El tamafio de las bacterias adheridas a las superficies ensayadas disminuye luego de
la exposicion a los antibioticos como una respuesta de las mismas a la presencia de agentes

agresivos.

® Los microorganismos aislados adheridos a las superficies Au-MS1 son mas
susceptibles a la accion de los antibidticos que los correspondientes a las superficies Au-

NSa que forman grupos densos de bacterias.

® |a mayor susceptibilidad de las bacterias adheridas a las superficies Au-MS1 a la
mezcla de penicilina y estreptomicina se ve reflejada en el mayor numero de
microorganismos muertos y en la estructura altamente rugosa y fragmentada de las

membranas de dichas bacterias luego del tratamiento.

® Las diferencias de resistencia observadas entre el comportamiento de los
microorganismos aislados y los que conforman agregados de distinto tipo estan de acuerdo
con las teorias que consideran que los efectos fisicos y quimicos derivados de la estructura

multicelular del biofilm son responsables de su mayor resistencia al ataque por biocidas.

® Debido a que la auto-organizacion espacial bacteriana esta altamente inhibida en
superficies con patrones microestructurales de dimensiones similares al tamafio de las
bacterias (ej.: MS1) el empleo de dichas superficies junto con tratamientos antibi6ticos ha
probado ser una estrategia promisoria para mejorar la accioén biocida sobre bacterias

adheridas a sustratos solidos.
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