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RESUMEN

Algunos microorganismos como Staphylococcus aureus tienen la capacidad de adherirse y
crecer en los alimentos y en las superficies de industrias alimentarias formando
comunidades complejas denominadas biofilms. Esto es significativamente importante ya
que pueden causar serios riesgos tanto para la seguridad de los productos alimenticios
como para la salud de los consumidores. Actualmente se estdn investigando nuevas
estrategias para reducir la adhesion bacteriana como por ejemplo la topografia controlada.
El método de ablacién por Interferencia Laser Directa permite la fabricacion de estructuras
repetitivas mediante la irradiacion directa de la muestra con un haz de luz. El objetivo de
este estudio fue caracterizar fisico-quimicamente las superficies poliméricas modificadas
por ablacion por Interferencia Laser Directa y evaluar su efecto en la adhesion y el
crecimiento de Staphylococcus aureus. Las propiedades quimicas de los sustratos
poliméricos se estudiaron por Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier y el
espectro de absorcion reveld la presencia de los grupos funcionales caracteristicos del
material escogido (poliimida). A su vez, se estudié la hidrofobicidad de las superficies
mediante la medicion del dngulo de contacto, asi como también la topografia lograda por
Microscopia de Fuerza Atémica. Los resultados sobre el efecto de la topografia en la
adhesion y el crecimiento revelaron que las bacterias poseian un patrén de disposicion
orientado que respondia a la topografia del sustrato. También se encontré un desarrollo
significativamente menor del biofilm en las superficies estructuradas. Estos resultados son
importantes para el desarrollo de nuevos materiales como una estrategia innovadora para la

prevencion y el control de la contaminacion bacteriana en la industria de alimentos.
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ABSTRACT

Some microorganisms such as Staphylococcus aureus have the ability to adhere and grow
in food and food industries surfaces forming complex communities called biofilms. This is
significantly important because it can cause serious risks to the safety of foodstuffs and the
health of consumers. Currently it has been investigating new strategies to reduce bacterial
adhesion such as controlled topography. The method of Direct Laser Interference
patterning allows the manufacturing of repetitive structures by direct irradiation of the
sample with a light beam. The aim of this study was to characterize physico-chemically
polymers modified by Direct Laser Interference patterning and to evaluate its effect on the
adhesion and growth of Staphylococcus aureus. The chemical properties of the polymeric
substrates were studied by Fourier Transform Infrared Spectroscopy and the absorption
spectrum revealed the presence of characteristic functional groups of the material chosen
(polyimide). In turn, the hydrophobicity of the surfaces was studied by measuring the
contact angle as well as the topography achieved by Atomic Force Microscopy. The results
on the effect of the topography on the adhesion and growth revealed that the bacteria had a
pattern layout oriented responding to the topography of the substrate. The biofilm
development was significantly less in structured surfaces. These results are important for

the development of new materials as an innovative strategy for prevention and control of

bacterial contamination in the food industry.
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INTRODUCCION

Biofilms bacterianos

Uno de los mayores avances en microbiologia que se ha realizado en los Gltimos 50 afios ha
sido, sin lugar a dudas, el conocimiento del crecimiento y el desarrollo de microorganismos
sobre diferentes superficies formando biofilms (Diaz, 2011).

Las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos formas: bacterias plancténicas o
bacterias sésiles (formadoras de biofilms). Se ha reportado que el 99% de todas las células
bacterianas existen en calidad de biofilms, y tan s6lo 1% vive en estado plancténico
(Sanclement et al., 2005; Ramadan, 2006). Este comportamiento particular 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.

Un biofilm es una matriz biologicamente activa formada por células de una o varias
especies bacterianas y sustancias extracelulares en asociacion con una superficie solida,
incluyendo superficies minerales, tejidos vivos o muertos de animales o plantas, polimeros
sintéticos, ceramicas y aleaciones de metales (Shapiro, 1998; Costerton et al., 1999).

Los biofilms que se encuentran en la naturaleza, consisten en comunidades de
microorganismos primarios viables y no viables protegidos por exopolisaciridos (EPS)
polianidnicos fijados a la superficie (Chmielewski y Frank, 2003). Los EPS protegen a los
microorganismos que forman parte del biofilms contra agentes antimicrobianos, previenen
el acceso de biocidas, secuestrantes metalicos, toxinas, evitan la deshidratacion, refuerzan
la resistencia del biofilm al estrés ambiental y permiten a los microorganismos capturar los
nutrientes (Carpentier y Cerf, 1993).

Las células bacterianas, que componen el 15 - 20% del volumen, no se dividen en el interior
de los biofilms, lo cual podria atribuirse al hecho de adoptar un fenotipo alterado, diferente
al de las mismas bacterias en estado de libre flotacién (Chole y Faddis, 2003).

Los biofilms se organizan en patrones espaciales a nivel macroscopico y microscopico. Por
ejemplo, algunas células constituyentes participan activamente en el esparcimiento del
biofilm, mientras que otras entran en estado de dormitancia y son invulnerables a los

antimicrobianos (Stewart y Franklin, 2008).

@ Universidad Nacional de Rio Cuarto. Facultad de Agronomia y Veterinaria 1
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La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su
estructura, llegando este elemento a representar hasta el 97% de su composicion (Donlan,
2002). Ademas de agua y microorganismos, la matriz estd formada por los EPS
anteriormente nombrados y otras macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos y
diversos productos que proceden de la lisis bacteriana. En la matriz también pueden hallarse
materiales no bacterianos, tales como cristales de sales minerales, particulas de corrosion
y/o de sedimento, o componentes sanguineos, segin sea el medioambiente en el cual se
desarrolla el biofilm. Ademas, los EPS pueden estar asociados con iones metalicos y
cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra o carga polianiénica, segin el tipo de EPS, lo
que les permitiria interactuar con distintos antimicrobianos, de forma tal que estos filtimos
pueden quedar atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias (Post ez
al., 2004).

Biofilms en la industria alimentaria

En la industria alimentaria es muy comiin la presencia de biofilms en conducciones, equipos y
materiales, ya que pueden formarse en cualquier tipo de superficie incluyendo plastico, cristal,
madera, metal y sobre los alimentos (Chmielewsky y Frank, 2003). Debido a que estos
materiales pueden contener microorganismos patégenos o alterantes que presentan una mayor
resistencia a la desinfeccion, se incrementan las probabilidades de contaminacién del producto
y de provocar infecciones alimentarias, razén por la que se considera que la presencia de
biofilms en las superficies de contacto de la industria alimentaria constituye un evidente riesgo
para la salud (Carpentier y Cerf, 1993; Fuster i Valls, 2006).

La presencia de biofilms en estas superficies es la causa principal de contaminacién del
producto final. Las consecuencias de esta contaminacion pueden conducir a pérdidas
econdmicas debidas al rechazo del producto como al desarrollo de enfermedades, si
intervienen microorganismos patogenos (Serra, 2003).

Los biofilms formados sobre las carnes crudas y en el entorno del manipulador (superficies,
utensilios e instrumentos) aumentan considerablemente los problemas de contaminacion
cruzada y de contaminaciones posteriores en el procesado. Por este motivo, es preciso eliminar

todos los microorganismos de las superficies en contacto con los alimentos, antes de que los

Universidad Nacional de Rfo Cuarto, Facultad de Agronomia y Veterinaria 2
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contaminen y establezcan un biofilm que les servira de reservorio (Serra, 2003; Fuster i Valls,
2006).

Ademas del riesgo de contaminacion, el desarrollo de biofilms puede interferir en diferentes
procesos y causar dafios en los equipos (Kumar y Anand, 1998; Chmielewski y Frank, 2003).
En sistemas de agua potable la formacion de biofilms puede obstruir las cafierias
disminuyendo su velocidad y su capacidad de transporte originando un incremento en el
consumo energético. La formacion de biofilms en intercambiadores de calor y torres de
refrigeracion puede reducir la transferencia de calor y como consecuencia su eficiencia en el
proceso. Ademas, la formacion de biofilms persistentes en las superficies metalicas puede
causar corrosion debido a la produccion de acido por parte de las bacterias (Chmielewski y
Frank, 2003).

En la industria lactea y en otras industrias alimentarias, se emplean los sistemas de
ultrafiltracion y de 6smosis inversa durante el fraccionamiento de la leche y otros liquidos, asi
como para la clarificaciéon de jugos de frutas. Estos filtros y membranas tienen poros de
pequefio didmetro y estdn continuamente en contacto con el alimento; la mas minima
adsorcion microbiana bloquearia los mismos y provocaria la colmatacion del filtro. Esto
produciria a su vez una reduccion del flujo con las consiguientes pérdidas de rendimiento y de
producto (Serra, 2003).

Para la prevencion de los riesgos y del coste de los dafios que causan los biofilms son

necesarios procedimientos de limpieza y desinfeccion efectivos (Silagyi, 2007).

Intoxicacion alimentaria por Staphylococcus aureus

A pesar de que la mayoria de las especies bacterianas tienen la capacidad de formar biofilms,
algunos géneros lo forman mas facil y rdpidamente que otros, como es el caso de
Pseudomonas spp., Listeria spp., Enterobacter spp., Flavobacterium spp., Alcaligenes spp.,
Staphylococcus spp. y Bacillus spp. (Mattila-Sandholm y Wirtanen, 1992; Lee Wong, 1998).
Si bien son numerosas las especies susceptibles de formar biofilms en la industria de
produccion de alimentos, a continuacion nos referiremos a Staphylococcus aureus que fue la
cepa utilizada en este estudio.

La denominacién Staphylococcus fue mencionada por primera vez por el cirujano escocés Sir

Alexander Ogston, quien en una serie de articulos publicados entre 1979 y 1982 describi6 la

@ Universidad Nacional de Rio Cuarto. Facultad de Agronomia y Veterinaria 3
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presencia de este organismo en el humano y demostré que causaba una enfermedad piégena
cuando se lo inyectaba en ratones. Dos afios mas tarde Rosembach describi6 su crecimiento en
un cultivo puro y llamé Staphylococcus aureus al coco que formaba colonias de color naranja
(Baird-Parker, 1990).

La primer observacion documentada que asocié a Staphylococcus spp. con la intoxicacion
alimentaria fue hecha por Vaughan y Stemberg quienes, en 1884, describieron la investigacion
de un importante brote de enfermedad en Michigan que se creia que habia sido causada por
comer queso (Hennekinne et al., 2012). Sin embargo, no fue hasta 30 afios mas tarde cuando
Barber demostr6 claramente la intoxicacion alimentaria estafilocdcica por beber leche sin
refrigerar, procedente de una vaca que padecia una mastitis estafilocdcica. Dack et al. (1930)
descubrieron el papel de los estafilococos en la intoxicacién alimentaria. Estos demostraron
que el filtrado estéril de un cultivo de Staphylococcus aureus aislado de un bizcochuelo
relleno de nata causé sintomas tipicos de la intoxicacion alimentaria en personas voluntarias
(ICMSF, 1998).

Desde entonces, estd muy bien documentada la implicancia de este microorganismo y su
enterotoxina como causantes de intoxicacién alimentaria (Bryan, 1976; Bergdoll, 1979, 1989).
Staphylococcus aureus se encuentra en la piel y la mucosa de la mayoria de los animales de
sangre caliente, asi como también en los alimentos de origen animal. Las fosas nasales del
hombre constituyen el reservorio principal de este microorganismo, desde donde se disemina a
piel, rostro, manos, y superficies en contacto con las mismas (Eifert et al., 1996). De este
modo, los alimentos expuestos a la manipulacion humana tienen la posibilidad de
contaminarse con esta bacteria, destacindose como factores que contribuyen a ello las
inapropiadas temperaturas de conservacion y el no cumplimiento de medidas higiénicas

(Pascual y Calderon, 2000).

Resistencia de los biofilms

Se ha podido demostrar que las células de los biofilms pueden resultar entre 10 y 1000 veces
mads resistentes que las células plancténicas a un gran mimero de antibidticos de amplio
espectro (ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina, etc.) y a biocidas oxidantes

del tipo del cloro, el yodo o el ozono (Stewart y Costerton, 2001).

N
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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 Yy la de las bacterias que crecen dentro de biofilms presentando una mayor barrera frente
a biocidas, desinfectantes o agentes antimicrobianos que las células que viven en forma
plancténica (Mah y O'Toole, 2001; Olson et al., 2002). En el caso de las bacterias planctonicas
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 o al
incremento de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de dicho agente antimicrobiano,
necesaria para detener el crecimiento celular (Gilbert 2003).

Para intentar explicar la resistencia dentro del biofilm se han planteado diversas hip6tesis. Una
de ellas es que la penetracion lenta o incompleta del antibiético en el biofilm es generada por
la matriz de EPS que constituye una barrera limitando la difusion de sustancias (Singh ef al.,
2010). Otra de las hipotesis esta relacionada a una baja actividad metabdlica de las bacterias
en el biofilm por limitacion de oxigeno y nutrientes que puede causar que ingresen en un
estado de lentificacion o cese de su mitosis, especialmente aquellas situadas mas
profundamente, con lo cual dejan de ser susceptibles a los antimicrobianos (Stewart y
Costerton, 2001). Otra hipoétesis tiene que ver con modificaciones genéticas que impactan en
la fisiologia de las bacterias del biofilm. Las bacterias expresan genes en respuesta a
fluctuaciones ambientales como cambios de temperatura, oxidacién, baja disponibilidad de
oxigeno y dafios en el ADN, los cuales se transfieren entre ellas logrando un mecanismo de
supervivencia especifico y la resistencia al ataque de numerosos agentes (Thomas y Nakaishi,
2006). Entre ellos pueden mencionarse la galactosidasa, la cual es expresada en respuesta al
Imipenen y la Piperamicina, asi como las bombas de difusion de multiresistencia a los
medicamentos como la expresada por Escherichia coli en respuesta al Cloramfenicol (Kohler
et al., 2001; Moreira et al., 2005). La ltima hipdtesis es la de formacion de esporas. Esta
hip6tesis plantea la posibilidad de génesis de una subpoblacion de bacterias en el biofilm con
un estado fenotipico muy especial y altamente protegido, con una diferenciacion simil esporas

(Stewart y Costerton, 2001).
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Etapas del desarrollo de un biofilm

En la mayor parte de la literatura, se describe la formacion de biofilms sobre superficies a
través de una serie de etapas (Costerton et al., 1999; O'Toole et al., 2000; Dunne, 2002).
Tradicionalmente, se aceptaba que la formacion del biofilm comenzaba con el transporte de
los microorganismos hacia una superficie pero, en la mayoria de los ecosistemas
estudiados, el transporte de masa estd precedido por la adsorcion de una fina pelicula

organica sobre dicho sustrato (Schneider y Marshall, 1994).

Esta pelicula puede cambiar drasticamente las caracteristicas fisico-quimicas del sustrato
dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie (Etapa 1, Figura 1). La
segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de microorganismos (Etapa 2, Figura 1).
La repulsién neta entre la superficie celular y el sustrato puede ser superada por las
interacciones moleculares especificas mediadas por apéndices extracelulares (por ejemplo,
pilis, fimbrias y flagelos). Muchas de estas células son capaces de movilizarse
independientemente mediante los apéndices celulares llamados pilis con movimientos de
contraccion y deslizamiento (O'Toole y Kolter, 1998). Estas células todavia no se
encuentran en proceso de diferenciacion y pueden abandonar la superficie para volver al
estado plancténico. Durante esta etapa reversible (Etapa 2, Figura 1), las bacterias presentan
ciertos comportamientos especificos como por ejemplo: rodar, reptar, formar agregados e
hileras bacterianas, antes de comenzar a exudar EPS y adherirse irreversiblemente (Etapa 3,
Figura 1) (Marshall et al., 1971; Lappin-Scott y Costerton, 1995). A medida que el biofilm
madura, se desarrolla la estructura tipica de las microcolonias con los espacios
intercelulares o canales (Etapa 4, Figura 1) y muchas células alteran sus procesos
fisiologicos 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, Figura 1).

Estos procesos no necesariamente se encuentran sincronizados a través de todo el biofilm
sino que generalmente ocurren de manera tal que en cualquier momento, una region de las

colonias est4 ocupada por biofilm en distintos estadios del desarrollo.

e
——
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3. Adhesion irreversible.
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Figura 1: Esquema de las etapas presentes durante el desarrollo de un biofilm. Tomado de
Svensiter y Bergenholtz (2004).

Etapa 1: Acondicionamiento de la superficie

Existen factores externos fisicos y quimicos que afectan la adhesion de las bacterias. Los
factores fisicos mds importantes son la tensioén de corte, temperatura, rugosidad, topografia
y carga superficial. Estos factores influencian el transporte, el desprendimiento y las
reacciones en la interfase (Characklis, 1981). Los factores quimicos son numerosos,
algunos de los mds importantes son: la composicién de la superficie del sustrato, la
composicién del medio en el que se desarrolla el biofilm, el pH y el oxigeno disuelto
(Characklis, 1981).
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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”, cambiando las propiedades quimicas y fisicas de la

interfase sustrato/fluido y tornandola mas amigable para la adhesion bacteriana.

Etapa 2. Adhesién reversible

La adhesion reversible de bacterias a una superficie puede ser de dos maneras:

« Activa: La motilidad ayudaria a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de
la adhesion, siendo su funcién principal vencer las fuerzas de repulsién mas que actuar
como adherente.

« Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusion, precipitacion de particulas y
dinamica de fluidos pueden favorecer la adhesion. Las propiedades fisico-quimicas de la
superficie también pueden ejercer una fuerte influencia en el grado y extensién de la
adhesion.

También pueden influir variaciones en la velocidad de flujo, temperatura del agua, y

concentracion de nutrientes. 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

(Fletcher, 1988).

Etapa 3. Adhesion irreversible

El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transiciéon 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 estd acompafiada
por cambios fisiolégicos profundos (Stoodley ef al., 2002).

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).
En diferentes trabajos se ha reportado que los polisacaridos y proteinas de la superficie celular

pueden actuar como adhesinas bacterianas (Hogt ef al., 1986; Kroncke et al., 1990).
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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. El 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 (Wingender ef al., 1999). Otros estudios han puesto de manifiesto que
una misma bacteria puede producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz
del biofilm, dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre (Uhlinger y

White, 1983).

Etapa 4. Maduracién del biofilm

La siguiente etapa del desarrollo del biofilm corresponde a la maduracién que da como
resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribucién de bacterias en el
sustrato (Davies et al., 1998). El potencial crecimiento de cualquier biofilm esta limitado por
la disponibilidad de nutrientes en el ambiente inmediato, la penetracion de estos nutrientes
dentro del biofilm y la eliminaciéon 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 S. Desprendimiento de bacterias

El término desprendimiento se utiliza para describir la liberacion de células de un biofilm o
sustrato. El desprendimiento activo es un evento fisiologicamente regulado, pero sélo pocos
estudios han demostrado la base biologica para este proceso (Stoodley et al., 2001).

Allison et al., (1998) han reportado que luego de una extensa incubacion, los biofilms de P.
Sfluorescens 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 pueden conducir
al desprendimiento de células en busca de ambientes nutritivamente ricos 0 menos nocivos
mediante un mecanismo ain desconocido (O'Toole et al., 2000).

Las células del biofilm dispersas pueden revertir su estado al crecimiento planctonico, por lo

que, el desarrollo de vida del biofilm se transforma en un ciclo completo (Sauer et al., 2002).

o
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Caracteristicas fisico-quimicas del sustrato y adhesién bacteriana

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. En los
parrafos siguientes se analizaran caracteristicas fisicoquimicas tales como energia superficial,
hidrofobicidad, rugosidad y carga superficial y su relacion con la adsorcién de compuestos

organicos sobre ¢l sustrato y la adherencia bacteriana.

Energia superficial e hidrofobicidad

Con el término hidrofobicidad se suele hacer referencia a la tendencia que muestran ciertas
moléculas o superficies a evitar el contacto con el agua. El origen estd en el propio
comportamiento del agua debido a la fuerte afinidad que presentan entre si sus moléculas
como consecuencia de la intensidad y coordinacion que introducen los puentes de hidrégeno
entre ellas. En el caso de superficies hidréfobas la interaccion entre éstas y las moléculas de
agua es menos favorable que entre las moléculas de agua, debido al reordenamiento que sufren
las moléculas de agua para mantener sus enlaces de puente de hidrégeno, provocando una
disminucion de la entropia. Las moléculas o superficies hidréfilas, es decir, aquellas en las que
su interaccion con las moléculas de agua es al menos similar a la de las moléculas de agua
entre si, permiten aumentar la entropia del conjunto, por lo que estas moléculas pueden
disolverse en agua o, en el caso de las superficies, el agua puede esparcirse sobre ellas
(Israelachvili 2011). El método mds directo que permite establecer escalas de hidrofobicidad
entre superficies lo constituye la medida del angulo que se forma en la linea de contacto entre
una gota de agua y la superficie, denominado dngulo de contacto, y que puede variar entre 0°
para superficies completamente hidrofilas hasta practicamente 180° para las superficies
completamente hidr6fobas y que se describe con més detalle en otro apartado.

Ademads, 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 favoreceria a su vez a la
hidrofobia. Si la energia superficial de la bacteria es superior 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
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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 sélo pequefias diferencias en la peliculas, pero
importantes, dependen de la cepa bacteriana. Por ejemplo, una capa rica en mucinas, favorece
la adhesion de Streptococcus mutants y disminuye la adhesion de Streptococcus sanguis
(Gibbons er al, 1986). Estas observaciones confirmarian que algunas propiedades
fisicoquimicas del sustrato pueden ser transferidas a la pelicula acondicionante alterando la
composicion, la densidad y la configuracion de la pelicula adquirida en cuanto al tipo de

proteinas, y en consecuencia, tener una influencia en las etapas iniciales de adhesion.

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) y microscopia de fuerza atémica (AFM) ha revelado que la
existencia de grietas superficiales podria proveer mayor drea para la adhesion celular y,
posiblemente, proteccion frente a la limpieza y la fuerza de corte del fluido (Zoltai et al.,

1981; Arnold y Bailey, 2000).

Los autores Verran y Whitehead (2006) 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 (Pedersen, 1990; Leclercq-Perlat y Lalande, 1994). Por el contrario, otros autores
han propuesto que no existe una correlacion entre la rugosidad del sustrato y la adhesion
microbiana sobre superficies inertes (Mafu et al., 1990; Vanhaecke et al., 1990; Flint et al.,
2000). Por lo tanto, no se ha encontrado ain una clara correlacion entre la rugosidad,

topografia y la adhesion microbiana.
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Carga superficial

Las células bacterianas tienen, en general, una carga negativa neta en su pared celular a pH 7
(Rijnaarts et al., 1999). Sin embargo, la magnitud de esta carga varia entre especies y esta
influenciada generalmente por las condiciones de cultivo, la etapa del cultivo, la fuerza iénica
y el pH (Gilbert et al., 1991; Kim y Frank, 1995; Walker et al., 2005; Dan, 2003; Husmark y
Ronner, 1990).

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 (Gilbert ef al., 1991; Millsap et al., 1997,
Lerebour et al., 2004).

La carga superficial de los sustratos inertes sobre los que las bacterias se adhieren
probablemente tenga también un rol en la adhesion microbiana. Narenan (2003) ha reportado
que la adhesion bacteriana no puede ser explicada s6lo por la influencia de la carga superficial
celular y sugiere 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

estin expuestos tanto el sustrato como la bacteria.

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. Existen varios tipos de mecanismos de comunicacion que se

describiran a continuacion.

Quorum sensing
Se ha sugerido que ciertas bacterias utilizan la produccion, liberacion, intercambio y deteccién
de moléculas sefializadoras para medir la densidad poblacional y controlar su comportamiento
en respuesta a las variaciones en el nimero de células (Tomasz, 1965; Nealson et al., 1970).

Actualmente, se sabe que la comunicacion intercelular no es excepcional, sino que es una
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norma en el ecosistema bacteriano y este proceso, conocido como quorum sensing (QS), es
fundamental en la formacion de biofilms (Bassler y Losick, 2006). Su objetivo es coordinar
determinados comportamientos o acciones entre microorganismos del mismo género, de
acuerdo a su niimero. A menos que esté presente un nimero adecuado de células bacterianas
en la vecindad, los costos de la produccion de un biofilm para una bacteria individual superan
los beneficios (Donlan, 2002; Singh et al., 2002; Post et al., 2004).

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 informacién. Este tipo de
comunicacion promueve un movimiento cooperativo celular de deslizamiento sobre la
superficie (gliding) que finalmente culmina en un cimulo de células en el cual se lleva a cabo
el proceso de formacién de esporas. Durante este tipo de comunicacion es esencial el contacto
y la alineacién entre bacterias (Kim y Kaiser, 1990).

Uno de los primeros mecanismos de comunicacion contacto-dependiente celular conocidos es
la conjugacion mediada por los pilis sexuales encargados principalmente de las interacciones
bacteria-huésped. Sin embargo, es posible que algunos de estos apéndices celulares
denominados nanowires también estén involucrados en la comunicacion interbacteriana
(Reguera et al., 2005; Gorby et al., 2006). Los nanowires, como cualquier otro pili, podrian

también facilitar la formacion de biofilms (Reguera ef al., 2007).

Nuevas estrategias para erradicacién de biofilms

A través del conocimiento de las caracteristicas y etapas de desarrollo de los biofilms se
posibilita la bisqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y prevencion tanto en el
ambito médico como el industrial. Asi, por ejemplo, una posible alternativa quimica para
disminuir la fijacion de Pseudomonas spp. a superficies incluye el uso de agentes quelantes,
que limitan el hierro soluble, el cual es necesario para la adhesion de los pili (Singh et al.,
2002).

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
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incidencia de otitis media en nifios, posiblemente via reduccion de mecanismos de adhesion
bacteriana (Uhari et al. 1998).

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 huésped sean capaces de resolver la infeccién logrando, de esta manera,
restituir la eficacia de los antibidticos. 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 formacién de un biofilm (Stewart y
Costerton, 2001).

Se ha demostrado que los antibidticos pertenecientes al grupo de los macrélidos parecen
inhibir la sintesis de polisacéridos 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 Pseudomona aeruginosa como de Staphylococcus epidermidis, aunque las
bacterias mismas sean resistentes al antibidtico (Saiman et al., 2003).

Finalmente, otras dos estrategias promisorias son aquellas que involucran cambios en el
medioambiente a través de la inhibicion competitiva por otras bacterias (Kreth et al., 2008;
Christopher et al., 2010). Por ejemplo, microorganismos competidores como Streptococcus
gordoni dificultan la formacién de biofilm de Streptococcus mutants reduciendo su accidn
como agente productor de caries o el incremento de la presion de oxigeno en pacientes con
tubos de timpanostomia (Manning, 2003).

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

que esta molécula es extremadamente toxica (Hentzer ef al., 2002).

La biomedicina y otras nuevas disciplinas, como la biotecnologia, la genémica o la
proteémica, persiguen también la creacion de nuevos materiales que puedan dar lugar al

desarrollo, por ejemplo, de tejidos y Organos artificiales biocompatibles, células madre,
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contenedores de tamafio molecular e inteligentes para la dosificacion controlada de firmacos,
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 utilizacién de derivados del petréleo como materia
prima, y un sinfin de posibilidades (Bibel, 2004). Por altimo, un campo muy promisorio para
desarrollar materiales y planificar estrategias para la erradicacion de biofilms es la

nanotecnologia.

Impacto de nanotecnologia en sistemas biolégicos

La nanotecnologia, es uno de los campos que promete grandes cambios en la fabricacion de
nuevos materiales. Esta disciplina consiste en fabricar y controlar estructuras y maquinas a
nivel molecular. La utilidad de la 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 enfermedades
cancerigenas, trastornos cardiacos, enfermedades neurodegenerativas, infecciones, etc. 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 biolégicamente relevantes necesitan ser
detectadas o actuar ellas mismas como sensores. Un biosensor es un sistema que convierte una
sefial biologica en una seffal eléctrica generalmente. Algunos ejemplos de biosensores pueden
ser los sensores para moléculas pequefias (oxigeno, H* y glucosa) o grandes moléculas
(inmunosensores). El campo de los biosensores se encuentra ampliamente desarrollado y ha
sido estudiado durante los Gltimos 30 afios. Los nanotubos de carbono pueden ser utilizados
para monitorear la actividad enzimatica. Actualmente, algunos grupos de investigacion ya han
conseguido inmovilizar proteinas sobre las paredes de los nanotubos de carbono (Nagaraju et
al., 2015).

Asimismo, durante los ultimos afios, ha sido muy importante la investigacion en el desarrollo

de materiales especialmente disefiados para que puedan ser implantados en el cuerpo humano
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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 dindmicos
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 formacién 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 artificiales
que, ademas de no ser rechazados por el organismo, facilitarian la regeneracion de ciertos
tejidos (Zhang et al., 2008, 2010).

En el futuro préximo, una de las aplicaciones clinicas mds 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 (Brigger
et al, 2002; Roy et al., 2003). Estas estructuras podrian ser utilizadas para almacenar y
transportar médicinas al lugar exacto donde se necesite ya que de esta manera se podrian
atenuar los efectos secundarios de los actuales medicamentos.

El desarrollo de nuevos antimicrobianos més eficaces con alto poder bactericida 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 (Thomas et al., 2009; Juan et al,, 2010). También como agentes
cicatrizantes y bactericidas 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 (Leung et al., 2006; Nair et al., 2009).

Nanotecnologia/Microtecnologia aplicadas al diseio de superficies con aplicaciones

biolégicas

Recientemente, una gran variedad de técnicas nanotecnolGgicas 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 adhesién y el
crecimiento celular y para producir cultivos de células organizadas para su aplicacion en

ingenieria de tejidos.
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Aunque los sustratos con patrones topograficos definidos se utilizan principalmente en el
cultivo celular, este tipo de estructuras ha despertado interés en d4reas tecnoldgicas
relacionadas con los implantes médicos, ya que la interaccion entre las células y la superficie
de los materiales es muy importante durante la integracion o rechazo del implante. Los
factores topograficos 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 (Motlagh et al., 2003; Charest et al., 2007).

Existen numerosas técnicas que permiten crear patrones superficiales, tanto topograficos como
quimicos, en la micro/nanoescala (Gates ef al., 2005).

Entre estas técnicas se pueden mencionar:

1. 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.

2. Impresién por microcontacto: que consiste en la utilizacién de un sello 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 patron del sello.

3. Moldeo y replicacién: que consiste en generar un molde polimérico del patrén a transferir y

luego depositar el material de interés sobre este molde, de modo de obtener una réplica de la
estructura original. Un estudio in vivo realizado por Chehroudi ef al., 1997 con materiales
microtexturados 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 migracion celular (velocidad y orientacién del movimiento) también se encuentra
afectada por la topografia superficial. Tan y Saltzman (2002) han demostrado que la velocidad
del movimiento de neutréfilos depende de la microestructura y dimensiones de los canales
superficiales disefiados sobre el sustrato. 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 actividades celulares como la proliferacion,
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adhesién y apoptosis resultaria Wtil 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 (Ito et al., 1998; Lu er al, 2001). 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 (Chen et al., 1997).

Nanotecnologia/Microtecnologia en sistemas de células procariotas
La micro/nanotecnologia también ha comenzado a impactar significativamente en la
microbiologia. Su escala de tamafios coincide perfectamente bien con las dimensiones de la
mayoria de los microorganismos y las herramientas disponibles en la microescala hacen
posible la manipulacién y exploracion 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, serin 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 (Martin Sanchez

2006).

Como ya se ha mencionado, varias técnicas nanotecnolégicas permiten la fabricacion de
materiales biocompatibles con caracteristicas topograficas coincidentes con las dimensiones
celulares. Estas herramientas 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 inmovilizacién y el disefio de patrones de bacterias sobre superficies ofrecen nuevas

oportunidades para la deteccion de biomoléculas utilizando las células completas y para el
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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-patogeno. La unién covalente de los
ligandos bioldgicos a las regiones terminales de las SAMs permite controlar la densidad del
ligando sobre la superficie y lo mas importante es que estos ligandos mantienen su actividad
biologica. Un estudio describe la aplicacion de las SAMs con manosa como grupo terminal
para medir las fuerzas de adhesion de bacterias patogenas de E. coli con pilis tipo IV (Liang et
al., 2000).

La combinacion de técnicas de impresion por microcontacto y las SAMs han sido empleadas
para inmovilizar células bacterianas selectivamente sobre superficies. Rowan et al., (2002) han
utilizado films poliméricos para generar patrones de SAMs hidrofobicos con sitios especificos
que atrapen a las células de E. coli. En otros estudios también se han empleado la impresion

por microcontacto para capturar y detectar organismos patogenos (St John et al., 1998).

Patrones de bacterias utilizando hidrogeles

El agar y la agarosa forman hidrogeles. Este tipo de polimeros tiene dos caracteristicas
especificas que son particularmente utiles 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,
ciertos autores han generados hidrogeles con microcanales mediante la utilizaciéon de una
solucion fotoreactiva de polietilenglicol (PEG) que contenia células de E. coli. La exposicion a
la luz UV produjo la fotopolimerizacion, haciendo que las células queden atrapadas dentro de

los microcanales de PEG (Heo et al., 2003).

Microfluidica

La microfluidica presenta muchas caracteristicas interesantes para su empleo en el estudio de
las células (Beebe er al., 2002; Whitesides, 2006). Se trata del disefio y la fabricacion de

dispositivos que puedan canalizar los flujos muy pequefios (nano/microlitros) de fluidos.
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Mao et al., (2003) han empleado un flujo laminar de moléculas atractivas y repelentes dentro
de microcanales como medio para estudiar la quimiotaxis bacteriana. Los autores encontraron
que los sistemas microfluidicos son tres 6rdenes de magnitud mds sensibles que los ensayos
capilares de quimiotaxis tradicionales. 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. Park ef al, (2003)
estudiaron el crecimiento de E. coli en dispositivos microfluidicos y encontraron que las
células se acumulaban en 4reas cerradas, 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 fabrico un ambiente microestructurado
para generar heterogeneidades en los habitats bacterianos y permitié estudiar como las
bacterias se adaptan a distintas regiones del ambiente (Keymer e al., 2006). 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 (Takeuchi ef al,
2005). Asimismo se ha utilizado la microfluidica para estudios genéticos y para la deteccion
especifica de células bacterianas (Cady et al., 2003; Nagamine et al., 2005, Jong Wook et al.,
2006). 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 reaccion y la

capacidad de analisis de células individuales.

Teniendo en cuenta los estudios descriptos, la nanotecnologia presenta grandes posibilidades
para el desarrollo de nuevas técnicas microbiolégicas y materiales que faciliten el estudio de la

fisiologia y el comportamiento de los microorganismos.

Método de Ablacién por Interferencia Laser Directa

En los ultimos afios, la fabricacion de superficies poliméricas funcionalizadas ha recibido
considerable atencion en virtud de su uso en las areas de las ciencias quimicas, biologia, fisica

y la ciencia de los materiales. Los polimeros tienen un papel importante para estas
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aplicaciones debido a su rdpida y facil preparacion, la alta resistencia a la corrosion y
productos quimicos, buenas propiedades eléctricas y excelentes caracteristicas superficiales
(Langheinrich et al., 2012).

Una de las maneras de modificar la topografia de estos, es utilizando el método de Ablacion
por Interferencia Laser Directa (DLIP). El método DLIP consiste en irradiar la muestra con
dos o més haces de laser de una longitud de onda dada, de forma de producir interferencia
constructiva y destructiva sobre la superficie polimérica. De esta forma en los lugares donde la
energia de los haces se incrementa se produce la ablacion y la remocion del material (Acevedo
et al., 2007). Para que se produzca la ablacion es necesario que el material absorba en la
longitud del laser con el cual es irradiado y que supere un umbral de energia. Una de las
caracteristicas mas distintivas de este método es que no es necesario realizar pasos adicionales
para obtener la estructura final, ademas, es aplicable en distintas superficies como metales,
polimeros, carbon, etc. Este método involucra la formacion de diversos patrones de luz
creados por la interaccion de dos o mds haces de luz. De esta manera, se obtiene una
anisotropfa superficial, es decir, diferente topologia y regiones regulares quimicamente

diferenciadas (Lasagni ef al., 2007).

Medicion del 4ngulo de contacto

El angulo de contacto (8) es aquel que forma la superficie de un liquido al entrar en contacto
con una superficie sélida. El valor del angulo de contacto depende principalmente de la
relacion existente entre las fuerzas adhesivas del liquido y del s6lido y las fuerzas cohesivas
del propio liquido. Cuando una fase liquida y una fase sélida entran en contacto, forman una
interfase comun. La mojabilidad es la capacidad de los s6lidos para formar interfases con los
liquidos (Savov, 1997). Por convenio, cuando 8<90° se dice que el liquido moja al sélido o
que el sistema moja. El sistema no moja cuando 6>90°; en este caso, el liquido no moja al

solido (Delannay et al., 1987).
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IMPORTANCIA DEL PROBLEMA

Los biofilms son una causa comiin de contaminacion alimentaria con bacterias patdgenas.
Staphylococcus aureus, microorganismo que puede desarrollarse en forma planctonica o
formando biofilms, es una de las principales bacterias causante de enfermedades transmitidas
por alimentos y constituye un importante problema de salud a nivel mundial (Gutierrez et al.,
2012).

Estudiés recientes han demostrado que la formacion de enterotoxinas por Staphylococcus
aureus en los alimentos es muy diferente a las que se producen en cultivos liquidos puros.

La mayoria de las bacterias en los alimentos aparentan estar asociadas a superficies o tejidos,
¢ interaccionan con otras bacterias a través de sefiales moleculares (Schelin ez al., 2011).
Teniendo en cuenta que un gran nimero de industrias son afectadas por la formacion de
biofilms, y con el objetivo de mejorar la produccion de alimentos de alta calidad y
microbiol6gicamente seguros, es necesario el desarrollo de estrategias de prevencion.

Se han propuesto un amplio rango de superficies resistentes a bacterias para inhibir el
crecimiento del biofilm a priori con estrategias que generalmente implican una liberacion de
compuestos bactericidas. Sin embargo, es complicado lograr una superficie quimica que
persistentemente inhiba el crecimiento bacteriano (Banerjee et al., 2010).

Ademis, la emergencia de cepas patdgenas resistentes a antimicrobianos ha generado nuevas
restricciones sobre el uso de coberturas liberadoras de biocidas.

Se sabe poco sobre el efecto de la topografia en la adhesion bacteriana y la formacion del
biofilm. La estructuracién fisica de superficies podria proveer una forma mas persistente de
inhibir la interaccion entre la superficie y la bacteria. El presente trabajo pretende aportar
conocimientos para poder comprender de qué manera la estructuracion fisica del sustrato
afecta el crecimiento y la adhesion de Staphylococcus aureus y asi poder formular nuevas

estrategias para mejorar la seguridad alimentaria.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO
Las propiedades fisicoquimicas de las superficies poliméricas estructuradas inhiben el

crecimiento y la adhesion de Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS

Objetivo general
- Caracterizar superficies poliméricas estructuradas y evaluar su efecto en la adhesion y el

crecimiento de Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos
- Caracterizar fisica y quimicamente las superficies poliméricas microestructuradas.
- Estudiar la adhesién y el crecimiento de una cepa de Staphylococcus aureus frente a las

superficies modificadas.
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METODOLOGIA

Materiales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron films comerciales de poliimida (PI, Kapton®
Goodfellow GmbH Bad Nauheim, Germany). Los films fueron lavados numerosas veces en
detergente y agua y posteriormente rociados con etanol para remover cualquier contaminante
que pudiera estar presente en la superficie. Los films tenian un espesor de al menos 1000

veces mas que la profundidad de la estructura formada en la superficie.

Experimentos de Interferencia Laser

Para la estructuracion de las superficies se utiliz6 un laser pulsado de Nd:YAG (acrénimo del
inglés neodymium-doped yttrium aluminium garnet) de alto poder (Spectra Physics Quanta-
Ray Pro-290) con una longitud de onda de 266-533 nm, una frecuencia de 10 Hz y una
duracion de pulso de 10 ns. La intensidad de los rayos individuales se controlé escogiendo
diferentes lentes y espejos para generar canales de 1, 5y 10 um de profundidad (Acevedo et
al., 2007).

Caracterizaciéon de la estructura quimica

Las estructuras quimicas de todas las muestras se determinaron por Espectrometria Infrarroja
Transformada de Fourier (FTIR). Se recogieron los espectros en un espectrometro Nicolet 410
en el modo de transmisién en el aire del polimero. Los espectros UV-visible se registraron en

un espectrometro Shimadzu UV-2401PC en el rango de longitud de onda de 250 a 1000 nm.

Caracterizacion fisica de las superficies

Microscopia Optica

Se observaron y fotografiaron los films estructurados con un microscopio Optico Zeiss
trinocular modelo axiostar Plus, con sistema de captura de imdgenes con camara de fotos
Canon PC1089.

@ Universidud Nacional de Rio Cuarto, Facultad de Agronomia y Veterinaria 24




Caracterizacién de superficies poliméricas modificadas para inhibicién de biofilms de Staphylococcus aureus en la industria alimenticia
Mic. Iris S. Costamagna

Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)
Se hicieron mediciones con un microscopio Agilent 5420/STM. Se utiliz6 un cantiléver
comercial (Probe® PPP NCL) en modo Tapping No-Contacto, con una fuerza constante de 6

m/N y una frecuencia de resonancia del56 Hz.

Medicién del angulo de contacto

Para la medicion del angulo de contacto se empled un equipo fabricado en el laboratorio de
Nanotecnologia de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, para ello se utiliz6 una base
posicionadora, la cual permite mover la muestra en los tres ejes cartesianos (X, y, z) y una
microjeringa la cual hace posible colocar gotas de liquido de volumen conocido en sitios
predeterminados de la superficie. Se utiliz6 agua bidestilada como liquido. La hidrofobicidad
de la superficie determino la extension de la gota en la superficie. Por lo tanto, una foto digital
de la superficie permitié seleccionar aquellos materiales funcionales con la maxima
hidrofobicidad o hidrofilicidad (Figura 2). Las fotografias emitidas por el microscopio fueron
analizadas mediante el software Image J (plugins DROP ANALYSIS).

Posicionadorx -y -z

Figura 2: Esquema del dispositivo para medir el 4ngulo de contacto en superficies planas.

Estudio de comportamiento bacteriano frente a las superficies modificadas

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo
Para la realizacion de los estudios de adhesion se empled la cepa bacteriana Staphylococcus
aureus subsp. aureus Rosenbach la cual fue obtenida del American Type Culture Collection.

USA (ATCCw® 29213™), Esta cepa es un aislamiento clinico designada Wichita y es utilizada
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como una cepa estindar en numerosas pruebas de laboratorio. Es sensible a numerosos

antimicrobianos incluyendo la meticilina.

Caracterizacion de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus

Se empled la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 productora de biofilms. Las curvas
de crecimiento control se construyeron por triplicado. Para la construccion del inéculo inicial,
los microorganismos en fase de crecimiento logaritmico fueron suspendidos en solucion
fisiologica estéril a una concentracion que resulté en una turbidez equivalente al patron 0,5 de
la escala de McFarland, el cual equivale aproximadamente a una densidad bacteriana de 1 x
10® unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Posteriormente se realizaron
diluciones del indculo inicial en caldo Mueller Hinton (MHB) hasta lograr una concentracion
de bacterias equivalente a 1 x 10® UFC/ml. Los in6culos finales fueron incubados en estufa a
35° C durante 10 horas.

Durante ese periodo se tomaron alicuotas de 100 pl de cada indculo al tiempo cero y cada
media hora. Con cada alicuota se midi6 la absorbancia y se realizaron diluciones seriadas en
solucion fisiologica estéril con el objetivo de reducir la densidad bacteriana. Posteriormente
alicuotas de 100 pl de la ultima dilucion se extendieron sobre placas de agar Tripticasa Soya
con espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas y posteriormente
se realizé el conteo de las UFC/placa. El nimero de UFC/ml se obtuvo multiplicando el
namero de UFC/placa por un factor de correccion originado a partir del niimero de diluciones

seriadas realizadas (Giacomino et al., 2011).

Cuantificacion de bacterias adheridas al polimero por recuento de colonias

Para la cuantificacion de bacterias adheridas al polimero por recuento de colonias se empled
un frasco erlenmeyer conteniendo 200 ml de caldo nutritivo estéril que se inoculé con una
suspension bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 29213 en fase exponencial de
crecimiento con una concentracion suficiente para que la densidad optica inicial a 600 nm
corresponda a 0,10 (4,9 x 10° UFC/ml). Posteriormente, sobre cada superficie polimérica 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
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microorganismos débilmente adheridos y luego, se mantuvieron inmersos en caldo nutritivo

estéril para que las células adheridas crezcan sobre la superficie del mismo.

La bacteria adherida al polimero o biomasa fue cuantificada utilizando un proceso de
remocion de células en multiples pasos, dilucion seriada y plaqueo para recuento de células
viables. Cada polimero fue colocado en un tubo cdénico de 50 ml con 15 ml de D-tirosina en
solucion salina tamponada a pH 7,5 e incubado con la cepa de Staphylococcus aureus a
temperatura ambiente por 30 minutos para promover ¢l desarmado del biofilm. Las muestras
fueron sonicadas por 10 minutos y se pipetearon 200 pl de cada sonicado dentro de una placa
de 96 pocillos y se hicieron diluciones seriadas en base 10. Se plaquearon en agar Tripticasa
Soya 100 pl de cada dilucién y se incubd por 36 — 48 horas a temperatura ambiente. Se
contaron las UFC y los valores se corrigieron segun su correspondiente factor de dilucién

(Swanson et al., 2001).

Ensayo de viabilidad bacteriana

En relacién a la cuantificacion de biomasa de biofilms, se evalué la viabilidad celular dentro
de los biofilms frente a las superficies modificadas usando un ensayo basado en la reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Walencka
et al., 2005; Krom et al., 2007). Brevemente, los biofilms fueron cultivados en placas de 96
pocillos por 24 horas, en presencia o ausencia de los polimeros modificados. Luego las células
plancténicas fueron removidas y el biofilm remanente fue lavado cuidadosamente con 100 pl
de PBS. Luego del lavado, se afiadio 100 pl de PBS y 10 pl del reactivo MTT y la suspension
se incub6 por 4 horas a 37°C. Posteriormente se afiadio 100 pl de la solucion estabilizadora.
Las placas se incubaron por 24 horas a 37 °C y se midi6 la absorbancia a 560 nm (pico de
absorbancia para el producto de reduccion del formazan) y a 700 nm (longitud de onda de

referencia para el colorante intacto) (Denizot y Lang 1986).

Cuantificacion de la formaciéon del biofilm por Cristal Violeta
La habilidad de formar biofilms sobre las superficies modificadas fue medida determinando la
adhesion a placas de 96 pocillos. El ensayo a utilizar fue adaptado del método de O’Toole y

Kolter (1998), basado en la utilizacion de cristal violeta para tefiir biofilms. Brevemente, una
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concentracién final aproximadamente de 1 x 10° UFC/ml fue mezclada con 200 pl de caldo
Tripticasa Soya (TSB) en cada pocillo (placa de 96-pocillos, Greiner Bio-One, Germany) ¢
incubada durante 48 horas a 37°C. Inmediatamente después de la incubacién, los
sobrenadantes fueron removidos y la placa se lavé con PBS (pH 7,2) con el fin de eliminar las
células plantonicas. Luego del secado, las células adheridas se tifieron con solucion de cristal
violeta al 1% durante 15 minutos. Posteriormente el colorante fue removido, las células se
lavaron con 300 pul de PBS (pH 7,2) y se dejo secar por 24 horas a temperatura ambiente. Se
realiz6 una evaluacion semicuantitativa del biofilm formado extrayendo el cristal violeta con
200 pl/pocillo de una solucién de etanol/acetona (70:30). La intensidad de coloracion fue
determinada a 595 nm usando un lector de ELISA (Model 680 BioRad, Hercules, CA). Se
realizaron tres ensayos independientes en dias diferentes. El valor de DO a 595 nm fue
interpretado segtin la siguiente escala: positivo (>0,24), débil (>0,12 y <0,24) o negativo
(<0,12) (Deighton ef al., 2001). La unidad de biomasa de biofilm (UBB) fue arbitrariamente
definida como 0,1 DO 595 nm = 1 UBB. Tres pocillos fueron incubados con 200 ul TSB para
servir como control negativo y para obtener un valor de background, que luego fue restado a

los valores obtenidos en los tratamientos.

Analisis del biofilm por AFM

Las medidas de AFM se realizaron con un equipo comercial de marca Agilent 5420/STM. Se
utilizé un cantiléver commercial, Probe® PPP NCL) en modo Tapping No-Contacto, con una
fuerza constante de 6 m/N y una frecuencia de resonancia del56 Hz. Las imagenes se

adquirieron y procesaron con el "software" libre WSxM (Beech e al., 2002).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desvio estandar. Un valor de p < 0,05 fue
considerado significativo. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software
Infostat (Di Rienzo et al., 2010). Los niveles de significancia fueron evaluados con la prueba

no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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RESULTADOS

Estructura quimica por FTIR

En general, las poliimidas exhiben bandas de vibracion caracteristicas como la vibracion del
alargamiento C=0 asimétrico y simétrico, la vibracion del alargamiento C-N, y la vibracion
correspondiente a la deformacién del anillo de cinco imidas. La estructura quimica de los
films de poliimida adquiridos comercialmente fue verificada por FTIR. Como muestra la
figura 3, las bandas caracteristicas de la poliimida se localizaron en 1785.79 cm™ (vibracién
del alargamiento C=0 asimétrico), 1722.15 cm™ (vibracién del alargamiento C=0 simétrico),
1367.31 cm™! (vibracion del alargamiento C-N) y 719.33 cm™ (vibracién correspondiente a la

deformacion del anillo de cinco imidas).
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Figura 3: Espectro de absorcién de la poliimida comercial utilizada en este estudio.
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Caracterizacion fisica de las superficies

Microscopia Optica
En la figura 4 se observan microfotografias de las superficies de poliimida caracterizadas a
través del microscopio optico. Con esta técnica sélo pudo distinguirse la topografia lograda en

la figura 4 C y D (canales de 5 y 10 um respectivamente).

Figura 4: Im4genes de las superficies estructuradas analizadas por microscopia optica. A) Film
de poliimida sin estructurar, B) Film estructurado con canales de | um, C) Film estructurado con

canales de 5 um, D_ Film estructurado con canales de 10 um. Barra de escala = 50 pum.
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Microscopia de Fuerza Atémica

Para poder observar con mayor detalle la topografia de las superficies poliméricas
estructuradas se utilizé la técnica de Microscopia de Fuerza Atdmica. En la figura 5 se observa
una topografia con estructuras tipicas obtenidas por ablacion por interferencia laser que varian
seglin la potencia de laser utilizada. El periodo de los micropatrones fue de 3 pm. La
profundidad de las lineas ablacionadas fue de 1, 5 y 10 um. para las potencias de 0,36; 0,91 y
1,81 J/cm? respectivamente.

El perfil de los micropatrones puede ser descripto como sinusoidal-trapezoidal para bajas
intensidades del laser (0,36 J/cm?, Figura 5 A). Para valores de intensidad medios suele
obtenerse un perfil sinusoidal (0,91 J/cm?, Figura 5 B) y para valores de intensidad altos se

observa un perfil en forma de U (1,81 J/cm? Figura 5 C).

Figura 5: Imagenes de las superficies estructuradas con distintas intensidades de laser: 0,36
J/em? (A); 0.91 J/cm? (B) y 1,81 J/cm? (C). Las muestras fueron analizadas por Microscopia de

Fuerza Atémica.

Angulo de contacto

Debido a que los sustratos son materiales comercialmente ya caracterizados fueron testados
contra el agua bidestilada. En la figura 6 se observan las fotografias tomadas de las gotas sobre
las superficies estructuradas. Cuando las superficies son estructuradas, la mojabilidad de las
mismas se ve alterada mostrando diferentes respuestas. En este caso, podemos ver como las
superficies estructuradas con canales de 1 y 5 um (figura 6, B y C respectivamente) revelan un

comportamiento mas hidrofilico. Sin embargo, en las superficies estructuradas con periodos de
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10 um (figura 6 D), el angulo de contacto arrojé un valor cercano al de los films sin

estructurar (figura 6 A).

Figura 6: Perfil de la gota de agua sobre superficies de poliimida. (A) Film de poliimida sin
estructurar, (B) Film de poliimida estructurado con canales de 1 pm, (C) Film de poliimida

estructurado con canales de 5 pm, (D) Film de poliimida estructurado con canales de 10 pum.

Los datos del comportamiento de la gota en las distintas superficies fueron resumidos en la siguiente

tabla:

Tabla 1: Medidas geométricas de las gotas en contacto con las superficies estructuradas

Sustrato Angulo de contacto Altura de la gota Radio de base
(mm) de la gota (mm)
Sin estructurar 43,79° + 0,04 0,99+0,10 2,08 + 0,03
Canales de 1 pm 37,29° £ 0,07 0,80 £ 0,05 1,97 £ 0,05
Canales de 5 um 34,51°+ 1,01 0,76 £ 0,05 2,07+£0,01
Canales de 10 um 44,00° £ 0,02 1,05 + 0,05 1,99 + 0,05

Los datos representan la media + desvio estandar. Infostat 2010.
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Estudio de comportamiento bacteriano frente a las superficies modificadas

Caracterizacion de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus

La informacion generada por las curvas de crecimiento bacteriano permite evaluar la mayor o
menor velocidad de desarrollo de los microorganismos de manera subjetiva, mediante la
inspeccion visual de las graficas de UFC/ml en funcién del tiempo o también estimando la
evolucion de la masa bacteriana en crecimiento mediante la integral de los valores de UFC/ml
en funcién del tiempo. Se realiz6 la curva de crecimiento de S. aureus evaluando su
crecimiento a una longitud de onda de 600 nm utilizando un espectrofotometro cada dos horas,
en la que se observo que aproximadamente a las 6 horas se alcanzd la fase estacionaria (Figura

7).

0 1 2 3 4 5 6 8
Tiempo (Hs)

Figura 7: Curva de crecimiento de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213,

Los datos representan la media + desvio estdndar.
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Cuantificacion de bacterias adheridas al polimero por recuento de colonias

En la figura 8 se puede observar que, luego de normalizar los datos de los films estructurados
con respecto a los del control sin estructurar, se encontr6 que el crecimiento bacteriano en los

films estructurados con canales de 1 y 5 um fue significativamente menor (p < 0,05).
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Figura 8: Cuantificacién de bacterias adheridas a las superficies estructuradas.
UFC: Unidades formadoras de colonias. Los datos representan la media + desvio
estindar. * Indica diferencias significativas (p < 0,05). Prueba de Kruskal-
Wallis, Infostat 2010.
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Ensayo de viabilidad bacteriana por MTT

Como se puede observar en la figura 9, la actividad metabdlica de las bacterias y

consecuentemente su viabilidad, fue significativamente menor en las superficies estructuradas

con canalesde 1 y 5 pm.
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Figura 9: Viabilidad de S. aureus mediante la técnica de MTT en
superficies estructuradas por la técnica de ablacion por Interferencia Laser
Directa. Los datos representan la media + desvio estandar. * Indica
diferencias significativas (p < 0,05). Prueba de Kruskal-Wallis, Infostat

Formacion de biofilm por la técnica de cristal violeta

Para evaluar la formacion de biofilm se incub6 la cepa de S. aureus durante 24 horas con los
sustratos poliméricos estructurados y se utiliz6 la técnica colorimétrica de Cristal Violeta. El
promedio del valor de absorbancia a 595nm fue interpretado segiin la siguiente escala:

negativo (X<0,12), débil (0,12<X<0,24) y positivo (X>0,24). Se defini6 arbitrariamente la
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unidad de biomasa de biofilm (UBB), una absorbancia 595nm = 0,1 corresponde a 1 UBB.
Tanto las superficies nano/microestructurada como la que no fue modificada revelaron un
valor de Asssnm positivo para el desarrollo de biofilm (Figural0). Sin embargo, la superficie
estructurada con canales de 5 pm mostré un valor de UBB significativamente menor (29,02 +

1,31) comparado con la superficie sin estructurar (39,68 + 3,56).
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Figura 10: Formacién de biofilm de S. awreus en superficies
estructuradas mediante la técnica de Cristal Violeta. Los datos
representan la media * desvio estindar. * Indica diferencias
significativas (p < 0,05). Prueba de Kruskal-Wallis, Infostat 2010.
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Anilisis del biofilm por AFM
En la figura 11 se puede observar que en las superficies estructuradas hay un patrén ordenado
de distribucion espacial que esta intimamente relacionado a la topografia generada por la

ablacion laser.
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Figura 11: Imagenes del crecimiento de S. aureus en los distintos sustratos de poliimida
estructurados Microscopio de Fuerza Atémica. (A) sustrato sin estructurar, (B) sustrato
estructurado con canales de 1 pm, (C) sustrato estructurado con canales de 5 pum, (D) sustrato
estructurado con canales de 10 pm.
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DISCUSION

La presencia de biofilms es comun en la industria de los alimentos y pueden adecuarse a
distintas superficies, lo que puede apreciarse en la contaminacioén y pérdida de la calidad de
los alimentos. Los alimentos contaminados con §. aureus pueden llegar a ser altamente téxicos
ya que algunas cepas poseen la habilidad de producir enterotoxinas (Le Loir et al., 2003). La
resistencia de estas cepas a antimicrobianos se ha convertido en un problema emergente en el
ambiente alimentario lo cual genera una gran preocupacion en el area de salud Publica (Lee,
2003). La adhesion y formacion del biofilm son también factores de virulencia importantes en
S. aureus debido a que promueven la colonizacion de ambientes alimentarios (Brooks y Flint,
2008). Los biofilms formados en superficies de procesamiento de alimentos han mejorado su
tolerancia a los desinfectantes aumentando el riesgo de contaminacion cruzada de los
alimentos. La formacién del biofilm de S. awreus puede verse favorecida por algunas
condiciones de procesado presentes en la industria alimentaria, como una temperatura éptima
de crecimiento o la presencia combinada de sal y glucosa. Estos biofilms pueden constituir
una fuente potencial de contaminacién alimentaria, principalmente debido al efecto
insatisfactorio de la aplicacion de algunos desinfectantes (Rode et al., 2007; Van der Veen y
Abeg, 2011).

Por lo anteriormente expuesto, es necesario encontrar opciones que reduzcan o no favorezcan
la adhesion de los biofilms a superficies que estén en contacto con alimentos. Las condiciones
de la superficie y su topografia constituyen un factor importante para el desarrollo y el
crecimiento del biofilm. Sin embargo, la informacion relacionada al efecto de la topografia
sobre la formacion del biofilm es todavia limitada. Este trabajo fue disefiado para evaluar el
efecto de las superficies poliméricas estructuradas por la técnica de ablacion por Interferencia
Laser Directa sobre la adhesion y crecimiento de S. aureus.

La poliimidas son polimeros formados por monémeros de imida. Las poliimidas aromaticas
comerciales como las de Kapton® pueden exhibir propiedades mecanicas y térmicas
excepcionales. La Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de
andlisis practica que permite determinar la composicion molecular y quimica de una variedad
de materiales. La poliimida contiene grupos carbonilicos conjugados a anillos aromaticos.
Como efecto de esta conjugacion en el presente estudio se observé una disminucion en la

energia de transicion (menor longitud de onda) y un aumento en la absorbancia. En este
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trabajo, los picos presentes en el espectro FTIR fueron los caracteristicos del grupo imida y se
relacionan con los grupos funcionales particulares encontrados en la poliimida como son los
estiramientos simétricos y asimétricos del grupo carbonilo de la imida, los dcidos carboxilicos,
cetonas, enlaces C=C y C-N aromaticos (Toker Oztiirk e? al., 2013).

La topografia superficial de los films de poliimida fue caracterizada por Microscopia Optica,
Microscopia de Fuerza Atomica y determinacion del dngulo de contacto. La Microscopia
Optica pudo revelar la presencia de patrones regulares en las superficies estructuradas. El
Microscopio de Fuerza Atémica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force Microscope) es
un instrumento mecano-Optico capaz de detectar fuerzas del orden de los nanonewtons. Al
sensar una muestra, es capaz de registrar continuamente su topografia mediante una sonda que
va acoplada a un cantilever microscépico muy flexible de s6lo unos 200 pm (Lépez y Solares,
2014). En este trabajo, las superficies caracterizadas mediante AFM mostraron perfiles de los
micropatrones en forma sinusoidal, trapezoidal y en forma de U.

La ablacion laser ocurre cuando la intensidad del laser supera un umbral necesario para lograr
remover materia del material (Salas er al., 2010). En lo que se refiere a la topografia y en
concordancia con Lasagni ef al, (2008), se encontré que a bajas intensidades, solo una
pequeiia area del polimero utilizado en el presente estudio es ablacionada en las posiciones de
maxima interferencia produciendo un perfil sinusoide-trapezoidal. Cuando la intensidad del
laser aumenta, una porciéon mas grande de la figura de interferencia supera el umbral de
energia necesaria para realizar la ablacion del polimero resultando en regiones mas amplias
ablacion con una forma sinusoidal. Para intensidades de ldser ain mds altas se observa un
perfil en forma de “U”. Esto ya fue observado en otros estudios, donde se obtuvieron
resultados andlogos en los cuales la respuesta material a los patrones de interferencia laser era
dependiente de la intensidad del ldser (Acevedo ef al., 2009).

La mojabilidad es una propiedad superficial que depende de las interacciones intermoleculares
de un liquido en contacto con una superficie sélida. La misma puede ser determinada a partir
de la medicion del angulo de contacto; que es el angulo que el liquido forma en la superficie
de contacto con un sdlido. En este trabajo la medicion de los angulos de contacto revelo
caracteristicas hidrofilicas con diferencias minimas entre las diferentes superficies analizadas.

Estudios previos han reportado resultados similares, en los que se ha encontrado que los
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espacios generados por la ablacion laser no llegan a formar burbujas de aire lo suficientemente
grandes para afectar la mojabilidad de la superficie (Hitchcock et al., 1981).

Los materiales de los instrumentos y maquinaria usados en la industria alimenticia son
variados, dentro de ellos se incluyen acero inoxidable, vidrio, goma, poliuretano, teflon y
madera. Se ha registrado que Salmonella spp. y Listeria monocytogenes tienen alta capacidad
para producir biopeliculas en superficies plasticas. Superficies hidrofobicas apolares como
teflon y madera permiten una adhesion bacteriana més rapida que materiales hidrofilicos como
vidrio y metales (Zapata Jafia, 2015).

Se ha encontrado que las interacciones entre el material y la célula no sélo son gobernadas por
el caracter hidrofilico de la superficie del material. Otras propiedades como la rugosidad, la
carga de la superficie y caracteristicas propias de la célula influencian su comportamiento
frente a la superficie (Ma et al., 2007).

La interaccion inicial entre la bacteria y la superficie inerte implica fuerzas fisico-quimicas no
especificas tales como fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofdbicas y polaridad. La
superficie bacteriana es compleja y en ella se encuentran tanto residuos cargados como
residuos hidrofébicos. Sin embargo, los materiales inertes pueden quedar rapidamente
recubiertos por proteinas o glucoproteinas procedentes de su alrededor (Yu et al., 1994).

La presencia de biopeliculas es comtin en la industria de los alimentos y pueden adecuarse a
distintas superficies. En S. aureus la adherencia es, en parte, mediada por una serie de
adhesinas pertenecientes a la familia de las proteinas MSCRAMM (Microbial Surface
Cmponents Recognizing Adhesive Matriz Molecules) (Foster y Hook, 1998). Se ha reportado
que células de los biofilms pueden interactuar con proteinas de la carne (fibrina, laminina y
coldgeno) y lograr una adecuada adhesion a su superficie; esto, puede llevar a serios
problemas higiénicos y pérdidas econémicas debidas al deterioro del alimento. Finalmente,
proteinas que son excretadas al medio como la proteina de adherencia extracelular (EAP),
pueden actuar como puente entre un ligando de la superficie y la bacteria (Vila et al., 2008).
Una vez caracterizadas las diferentes superficies en el presente trabajo se evalu6 el
comportamiento de S. aureus en términos de adhesion, crecimiento y formacion de biofilm.
Para ello se realiz6 una curva de crecimiento. La informacion generada por la curva de
crecimiento bacteriano se utiliza como referencia para evaluar la respuesta de la bacteria a

distintos tratamientos, pero estas pruebas son laboriosas y requieren mucho tiempo (Gloede et
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al., 2009). En estos ensayos es necesario caracterizar el crecimiento bacteriano en ausencia del
tratamiento, a fin de obtener informacién de referencia para comparar el nimero de bacterias
viables que se obtienen en ausencia (crecimiento) y en presencia de diferentes tratamientos
(Firsov, 2012).

Para evaluar si la adhesion de S. aureus fue diferente en las distintas superficies poliméricas,
se realizé una incubacion de una suspension bacteriana con los distintos sustratos poliméricos
modificados y luego de la incubacién las muestras se sonicaron y plaquearon para recuento de
UFC. Los resultados obtenidos mostraron que la adhesion fue menor en las superficies
estructuradas con canales de 1 y 5 pm. Verran y Whitehead, (2006) 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
mucho mayores.

En los ultimos afios se han propuesto metodologias para reemplazar al método clasico de
recuento de UFC/placa por técnicas indirectas. Una de estas técnicas se basa en cuantificar la
actividad metabdlica de los microorganismos como una medida de la viabilidad bacteriana
(McCluskey et al., 2005; Amal et al., 2007). El método colorimétrico basado en la reduccion
del cloruro de tetrazolio (XTT) a formazan por los sistemas de transporte de electrones (STE)
bacterianos propuesto por Tuney et al., (2004) y Moriarty et al., (2005), presenta dos ventajas:
la primera es la de evitar los errores humanos asociados a los procedimientos de dilucidn,
siembra en placa y conteo de UFC/placa, y la segunda en acortar la duracion del ensayo. En el
presente trabajo se utilizé el método de MTT cuyo fundamento es similar. La viabilidad fue

mayor en superficies estructuradas con canales de 10 pm de ancho.

Luego de observar los polimeros nano/microestructurados al AFM se encontr6 que la
topografia generé un ordenamiento bacteriano, reduciendo significativamente (p<0,05) la
adhesion y viabilidad en las superficies estructuradas con canales de 1 y S pm de ancho. Esta
disminucion en la adhesion bacteriana generada por una reducciéon del drea de contacto
superficial por el patrén de estructuracion puede considerarse una respuesta primaria de las
células a la topografia. En concordancia con Xu y Siedlecki (2014) podriamos sugerir que una
reduccion en el area de contacto puede considerarse un factor determinante en superficies con

tendencia hidrofilicas. Otros estudios realizados con superficies de poliimida estructuradas han
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revelado que la fotolitografia afecté la disposicion y migracién de leucocitos (Fujisawa ef al.,

1999).

En cuanto a la formacion de biofilm determinada por la técnica de cristal violeta, los
resultados obtenidos en el presente estudio revelaron que la formacién de biofilm solo fue
diferente en las superficies estructuradas con canales de 5 pm. Estos resultados fueron
corroborados con Ia técnica de Microscopia de Fuerza Atémica donde se encontrd un patrén
adhesion que dependia del tamafio de los canales ablacionados. De este modo se busca
controlar la topografia, ya que diferentes estudios han demostrado que dicha propiedad, tanto a
escala micrométrica como nanométrica, tiene efectos relevantes en el comportamiento

microbiano y celular en general (Jiger et al., 2007).
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CONCLUSIONES

» La caracterizacion quimica realizada por la técnica de FTIR reveld la presencia de los
grupos funcionales caracteristicos de la poliimida.

o La potencia utilizada para irradiar las superficies generé diferentes topografias, sin
embargo no se encontr6 una diferencia significativa con respecto a la hidrofobicidad de
las superficies evaluadas. Esto nos indicaria que, para este caso en particular, no hay una
relacion directa entre esta propiedad y la adhesién de S. aureus.

» Las superficies estructuradas con canales de 5 pm lograron una disminucién significativa
de la adhesion, viabilidad y de la unidad de biomasa de biofilm comparado con el control
sin estructurar.

« La Nanotecnologia es una disciplina innovadora que permite la creacion de nuevos
materiales con propiedades prometedoras. La técnica de DLIP permite crear patrones
superficiales en la micro/nanoescala que influyan en el desarrollo del biofilm, permitiendo
el disefio y fabricacion de materiales que puedan garantizar productos alimentarios mas
seguros y de mayor calidad, dando lugar a nuevos enfoques para la prevencion y control

de enfermedades en el futuro.
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