UNIVERSIDAD DE OVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO EN BIOTECNOLOGIA
ALIMENTARIA

“CARACTERIZACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIBIOFILM DE
DIFERENTES ACEROS
NANOESTRUCTURADOS, FRENTE A
BACTERIAS PATOGENAS DE INTERES
AGROALIMENTARIO”

TRABAJO FIN DE MASTER
POR

PAULA PEREZ ALVAREZ

JULIO, 2023

M MEtA



P
{g = f}\_ Master en Biotecnologia Alimentaria Q«,‘ M tA

AGRADECIMIENTOS

Me gustaria agradecerles a Felipe Lombo, Ignacio Gutiérrez y Javier Fernandez por
depositar su confianza en mi para llevar a cabo este trabajo, por su paciencia y ayuda en
todo momento. También agradecerles a mis compafieros de laboratorio Patrick y Juan por

echarme siempre una mano.

Y por supuesto a mi familia, por apoyarme y animarme incluso cuando mi version mas

negativa salia a la luz.

“I am always doing what I cannot do yet,

in order to learn how to do it’

~ Van Gogh

Paula Pérez Alvarez 1



o
r@l,,u%&

=" N Master en Biotecnologia Alimentaria Q«,. M 'tA

N
']

INDICE
RESUMET ..o 4
PN 11 ¢ T SO RTUPRURTURROPRTOPN 5
INAICE d@ FIGUIAS ...v.cvoeeeeieeeceete ettt 6
T IO T (S E215) OO TTT 7
LiSta de aDTE@VIALUIAS .....cevviiieeiiie ettt ettt n e nnn e 8
I INEOAUCCION ...ttt re e e 9
2 CoNSIACTACIONES LEOTICAS ...vvervveaureerreaieesireeteesiseesseessreesseesnseesseessreesseeaseesnneaneesnnas 13
2.1  Patogenos de interés agroalimentario ............cceoceeereerieeerieesieeesiee e 13
2.1.1  LiSteria MONOCYIOZENES ..........ccccivuiiiiiiiiiiiiiiiiiee s 13
2.1.2  StaphylocoCCUS QUICUS............cccuivcieiiiiieii e 13
2.1.3  Pseudomonas QeruginoSa.............cocuviiiieiieiiiianieiiieeseisiee e 14
2.1.4  Candida parapsilOSis.............cccooieiiiiiiieiiiiiiesee e 15
2.1.5  Salmonella enteriCa .............cocuoiviiiiiiiiiiiiiiiie e 15
2.2 Antecedentes de recubrimientos en acero con poder antimicrobiano.............. 16
2.3 Recubrimientos antimicrobianos en acero nanoestructurado ............ccc.cceeeeeene 18
2.4  Méetodos para la evaluacion de la actividad antibiofilm...............cccocoveveinnnnnn 21
3 Material Y MELOAOS ..oouviiviiiiiiiiiii e 24
3.1  Acero nanoestructurado con actividad antibiofilm ................ccccoveiiiiinnennn. 24
3.2 Cepas patogenas y condiciones de CUltiVO........cceeruierieiiiieiiiiiiie e 24
3.3 Ensayos antibiofilin...........c.ccoooiiiiiiiiiiiiiiii 25
3.4 AnAlisis eStAdiStICO ...viiiuiiiiiiiie it 27
4 Resultados ¥ diSCUSION ......ccveiiiiiiiiieiiiic e 28
4.1  Crecimiento de los microorganismos PatOZENOS ........ccvverrrvrrrrveeerireessiveessiness 28

Paula Pérez Alvarez 2



KER Maéster en Biotecnologia Alimentaria Q,‘ M 'l'A

4.2 Evaluacion de la actividad antibiofilm...............cccccooiiviiiiiiiiciiicice 29
5 CONCIUSIONES. ...eeutiiiiiieitie ittt ettt sttt sbe et e et e sbe e nae e s nbeesbneanneen 38
BiblIOZIatia...ccuvii i 39
Material SUPIEIMENTATIO ....uvvieiiiiieiiieeiiie ettt e et nab e e bnees 47

Paula Pérez Alvarez 3



2 SEige ]
f : g\ Maéster en Biotecnologia Alimentaria Q«‘ M tA

RESUMEN

Los biofilms son comunidades complejas de microorganismos, formadas por una o
multiples especies microbianas, embebidas en una matriz exopolisacaridica, con
capacidad de adherirse tanto a superficies vivas como inertes. Son uno de los principales
problemas en la industria alimentaria, ya que su formacion supone una estrategia
adaptativa que aumenta sus posibilidades de supervivencia, colonizaciéon y, por
consiguiente, de contaminacion alimentaria. El entorno de procesado de la industria
alimentaria cuenta con multiples superficies que favorecen el desarrollo de biofilms,
pudiendo inducir dafios en los equipos, contaminacion de los alimentos y originar brotes
alimentarios en la poblacion. Algunas de las técnicas actuales para controlar su formacion
son el uso de tratamientos quimicos, la disrupcién enzimatica, biosurfactantes,
recubrimientos de acero, bacteriéfagos, bacteriocinas, inhibiciéon de la deteccion del
Quorum sensing o aceites esenciales. Muchas de estas técnicas son ineficaces, costosas,
complejas de llevar a cabo o no se plantean como una solucion razonable para su uso a
nivel industrial. El uso de materiales metalicos que eviten la formacion de dichos biofilms
es una alternativa prometedora y viable para su utilizacidon en una cadena de produccion.
El objetivo principal de este trabajo ha sido el analisis de la capacidad antibiofilm de
piezas metélicas nanoestructuradas con diferentes recubrimientos. Para ello se realizaron
ensayos frente a 8 cepas bacterianas de amplio espectro (Gram-positivas, Gram-negativas
y levaduras) creciéndolas por triplicado sobre recubrimientos metalicos (Ag, SiO2, ZnO,
SiO; + Ag y ZnO + Ag) para posteriormente detectar y cuantificar las células vivas del
biofilm mediante el calculo indirecto de los niveles de ATP por luminiscencia. Los
resultados muestran un efecto inhibitorio destacable de los recubrimientos formados por
SiO2 y ZnO, especialmente en su combinacion con Ag, en las especies bacterianas S.
aureus, S. entérica 'y P. aeruginosa. Se ha podido comprobar que los recubrimientos de
nanomateriales metalicos son una posibilidad relevante a tener en cuenta en la industria
agroalimentaria, aunque seria necesario realizar un estudio con un mayor nimero de
muestras que permitiesen aumentar la potencia estadistica del estudio para verificar su

actividad antibiofilm.
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ABSTRACT

Biofilms are complex communities of microorganisms, formed by one or multiple
microbial species, embedded in an exopolysaccharide matrix, with the capacity to adhere
to both living and inert surfaces. They are one of the main problems in the food industry,
since their formation is an adaptive strategy that increases their chances of survival,
colonization and, the consequently food contamination. The processing environment of
the food industry has multiple surfaces that support the development of biofilms, which
can cause damage to equipment, food contamination and food outbreaks in the
population. Some of the current techniques to control their formation are the use of
chemical treatments, enzymatic disruption, biosurfactants, steel coatings, bacteriophages,
bacteriocins, inhibition of quorum sensing or essential oils. Many of these techniques are
ineffective, expensive, complex to perform or are not a reasonable solution for its use in
the food industry. The use of steel coatings which help to prevent the formation of such
biofilms is a promising and viable alternative as an antibacterial technique in a production
line. The main objective of this study was the analysis of the antibiofilm capacity of
nanostructured metal squares with different coatings. For this purpose, tests were carried
out against 8 broad-spectrum bacterial strains (Gram-positive, Gram-negative and yeasts)
growing them in triplicate on metallic coatings (Ag, SiO2, ZnO, SiO,; + Ag and ZnO +
Ag) to subsequently detect and quantify the live cells of the biofilm by indirect calculation
of ATP levels by luminescence. The results show a remarkable inhibitory effect of the
coatings formed by SiO; and ZnO, especially in combination with Ag, on the bacterial
species S. aureus, S. enterica and P. aeruginosa. It has been shown that metallic
nanomaterial coatings are a relevant possibility to be taken into account in the agri-food
industry, although it would be necessary to carry out a study with a larger number of

samples to verify their antibiofilm activity.
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1 INTRODUCCION

La incidencia de los brotes causados por contaminacion bacteriana en alimentos continta
siendo una problematica de gran relevancia en la actualidad. La evidencia acumulada en
los ultimos tiempos pone de manifiesto que es un hecho que ocurre con mayor frecuencia
de la deseada. Segin la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AESAN) en los ultimos meses se ha alertado de numerosas contaminaciones
microbioldgicas en alimentos presentes en la cadena de consumo, como por ejemplo, la
presencia de Clostridium perifrigens en canela molida, el género Salmonella en chistorra
y hamburguesas, la toxina estafilococica producida por Staphylococcus aureus en
Mozzarella fresca, ademés de una gran variedad de alertas por la presencia de Listeria

monocytogenes en carnes como cecina, morcilla o cabeza de cerdo (AESAN, 2023).

Uno de los principales responsables de la contaminacion de alimentos a nivel industrial
es la formacion de biofilms, su formacion por parte de diferentes microorganismos supone
una estrategia adaptativa, que permite aumentar sus posibilidades de supervivencia,
colonizacidn y por consiguiente de contaminacion alimentaria. Los biofilms se definen
como comunidades complejas de microorganismos embebidos en una matriz orgéanica
polimérica autoproducida, que pueden adherirse tanto a superficies vivas como inertes y
pueden ser formadas por una o por multiples especies microbianas (AESAN, 2010). La
matriz que conforma los biofilms es una sustancia polimérica extracelular que se compone
de uno o mas polisacaridos, ADN y proteinas. Los exopolisacaridos se sintetizan dentro
o fuera de las células y se secretan al exterior funcionando como andamio para la adhesion

de nuevos componentes como carbohidratos, lipidos o proteinas (Rabin et al., 2015).

El proceso de formacion de un biofilm se puede resumir en cinco etapas principales
(Figura 1): (I) adhesion, los microorganismos se unen de forma reversible a una superficie
mediante interacciones débiles (fuerzas de van der Waals); (II) colonizacion, la adhesion
pasa a ser irreversible al crearse una union mas fuerte en la que pueden intervenir
estructuras celulares como flagelos, pili o lipopolisacaridos; (III) desarrollo, las células
proliferan formando capas a la vez que producen y secretan la matriz polimérica; (IV)
maduracion, se forma una comunidad tridimensional estable con canales para la

distribucion eficiente de nutrientes y moléculas de sefializacion en el interior del biofilm;

Paula Pérez Alvarez 9
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y por ultimo (V) la dispersion activa, las células se separan y se diseminan formando

colonias en otros lugares (Yin et al., 2019).
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso de formacion de un biofilm (Mahamuni-Badiger et al.,
2020).

En la industria alimentaria, la formacion de biofilms puede ser responsable de multiples
problemas como pueden ser dafios en los equipos, contaminacion de alimentos y origen
de brotes infecciosos. El entorno de procesado de la industria cuenta con multiples
superficies que act@lan como sustrato para muchos patogenos, lo cual unido a la
complejidad de las plantas de produccién, los largos periodos de fabricacion y la
elaboraciéon masiva de productos favorece el desarrollo de biofilms (Carrascosa et al.,

2021).

Los biofilms pueden estar conformados por una o mas especies y, aunque generalmente
los estudios relacionados con la formacion de biofilm se centran en una unica especie, es
importante tener en cuenta que, en realidad, lo mas frecuente sea que estén constituidos

por multiples especies. Las interacciones entre comunidades complejas de
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microorganismos permiten una mayor resistencia ante desinfectantes y por tanto una

mayor persistencia en las superficies de contacto con alimentos (Yuan et al., 2020).

Algunas de las especies que constituyen los biofilms, en el entorno de la industria
alimentaria, son patégenos humanos que pueden producir y secretar toxinas que
contaminan alimentos provocando finalmente intoxicaciones. Ademas, muchas de estas
especies pueden tener variaciones gendmicas en los genes clave implicados en la
formacion del biofilm lo que afecta y dificulta la erradicacion de los mismos (Gali€ et al.,

2018).

La formacion de diversos tipos de biofilm conlleva la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias para poder enfrentarse a ellos, mas atn, cuando uno de los principales

problemas al tratarlos es el desarrollo de resistencias a desinfectantes.

Por otro lado, no todos los microorganismos pueden ser detectados mediante métodos
clasicos de cultivo, por ejemplo L. monocytogenes puede presentarse de forma viable pero
no cultivable, en este caso seria necesario realizar una amplificacion por técnicas
moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para su deteccion (Galié

etal., 2018).

Algunas de las estrategias mas importantes para controlar la formacion de biofilms en la
industria alimentaria son el uso de tratamientos quimicos, como desinfectantes con cloro;
la disrupcion enzimatica, que ofrece una alternativa biodegradable y con baja toxicidad;
biosurfactantes, que alteran la capacidad de union y las propiedades de adhesion
bacterianas; recubrimientos de acero, que presentan propiedades antimicrobianas y no
producen resistencias; bacteriofagos, los cuales destruyen especificamente células
procariotas; bacteriocinas, como la nisina; u otros como la inhibicidn de la deteccion del
Quorum sensing o los aceites esenciales derivados de plantas con propiedades antibiofilm

(Galié et al., 2018).

Una de las alternativas mas prometedoras y que seré investigada en mayor profundidad
en este trabajo, son los recubrimientos de acero, que permiten prevenir la formacion de
biofilms, con diversas estrategias a nivel molecular, en lugar de eliminarlos, lo cual reduce

la posibilidad del desarrollo de resistencias.
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El objetivo principal de este estudio es la caracterizacion de la capacidad antibiofilm de
diferentes recubrimientos metalicos nanoestructurados y de sus combinaciones frente a
diversos patogenos de amplio espectro (Gram-positivos, Gram-negativos y hongos) con

gran repercusion en el sector agroalimentario.
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2 CONSIDERACIONES TEORICAS

2.1 Patogenos de interés agroalimentario

Las especies utilizadas durante este ensayo son patdogenas de importancia en el sector
agroalimentario con capacidad de formacion de biofilms. A continuacion, se describen los

microorganismos utilizados con sus principales caracteristicas.

2.1.1 Listeria monocytogenes

La bacteria Gram-positiva L. monocytogenes es un patdgeno que se transmite mediante
la ingesta de alimentos, siendo su distribucidon ubicua, ya que se puede encontrar en
suelos, alimentos o agua. Una de las principales complicaciones que puede causar son
abortos en mujeres embarazadas, ademas de otras consecuencias adversas de gran
gravedad en nifios y ancianos, pudiendo desencadenar la muerte en este grupo de
pacientes, mientras que en individuos sanos causaria diversos cuadros clinicos de
gastroenteritis. Algunos alimentos como ensaladas envasadas, verduras, embutidos,
huevos duros o derivados lacteos (quesos, helado, yogures) son conocidos por portar esta

bacteria de forma habitual causando brotes de diversa magnitud (CDC, 2023).

Los biofilms producidos por L. monocytogenes se componen esencialmente por acidos
teicoicos, pudiendo desarrollarse sobre superficies de polipropileno como el de las tablas
de cortar, acero inoxidable, caucho o vidrio, y de estos materiales propagarse a los
alimentos sobre los que se pueden replicar incluso si se encontrasen a temperaturas de
refrigeracion (Silva etal., 2008). La erradicacion de esta bacteria presenta
complicaciones, ya que resiste temperaturas de hasta 60 °C, y la presencia de estructuras
como pili, flagelos y proteinas de membrana que les aporta una buena capacidad de

adhesion (Galié et al., 2018; Lemon et al., 2007).

2.1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria anaerobia facultativa, Gram-positiva, inmdévil, no formadora de
esporas y con capacidad de producir enterotoxinas a temperaturas de entre 10 y 46 °C.
Esta bacteria puede multiplicarse sobre la piel y las membranas mucosas de los

manipuladores de alimentos, por lo que es capaz de ocasionar graves problemas en la
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industria de la alimentacion (Giaouris et al., 2015); de hecho, se estima que mas de un
30% de los manipuladores de alimentos son portadores asintomaticos de S. aureus
resistente a meticilina (SARM) (Ahmed, 2020). S. aureus se multiplica en los alimentos
secretando enterotoxinas termoestables, que al ingerirlas, se unen al complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) de clase II en las células T, provocando su activacion, que

puede conllevar a un shock toxico agudo con diarrea y vomitos (Schelin et al., 2017).

El desarrollo de biofilms por parte de S. aureus se ve beneficiado por distintos aspectos
que se pueden encontrar en la industria alimentaria, como temperaturas suboptimas de
crecimiento, una desinfeccion inadecuada o la combinacion de concentraciones elevadas

de sal y glucosa donde es capaz de crecer (Galié et al., 2018).

2.1.3 Pseudomonas aeruginosa

P aeruginosa se caracteriza por ser una bacteria Gram-negativa, aerobia, heterotrofa,
movil y con forma de baston, que puede estar presente en una gran variedad de ambientes,
como el aire, el agua, el suelo y diversos tejidos animales y vegetales. Es un patogeno
humano oportunista que puede causar infecciones agudas y cronicas graves con diferentes
manifestaciones clinicas, como meningitis, otitis, infecciones del tracto urinario y

neumonia (Li et al., 2022).

El género Pseudomonas estad constituido por microorganismos psicréfilos que pueden
adaptarse y crecer a bajas temperaturas y bajo estrés oxidativo, pudiendo colonizar
rapidamente alimentos refrigerados como lacteos o carnes provocando su deterioro, ya
que producen pigmentos y enzimas proteoliticas y lipoliticas termotolerantes que reducen
la calidad y vida util de los alimentos proteicos (Quintieri et al., 2019; Radovanovic et al.,

2020).

Entre los principales factores de virulencia de P aeruginosa se incluyen los
lipopolisacaridos, adhesinas, lectinas y flagelos, estos ultimos junto con los pili tipo IV
permiten la adhesion inicial para la formacion del biofilm. Una de las mayores dificultades
que acarrea el tratamiento de esta bacteria es su gran capacidad de adhesion a multitud de
superficies y tejidos, ademas el uso excesivo de antibidticos las ha llevado a desarrollar

multiples resistencias, dificultando ain mas su eliminacién (Li et al., 2022).
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2.1.4 Candida parapsilosis

La levadura C. parapsilosis se ha convertido en una de las especies fingicas mas criticas
a nivel sanitario al causar infecciones en el torrente sanguineo con especial gravedad en
recién nacidos y en pacientes inmunocomprometidos, aunque también produce
infecciones superficiales, del tracto urinario, de mucosa, sistémicas, endocarditis o
meningitis (de J. Trevifio-Rangel etal.,, 2012). La formaciéon de biofilms en C.
parapsilosis se basa en la generacion de pseudohifas y en el cambio de los niveles de
expresion de las adhesinas que se localizan en la pared celular (Gémez-Molero et al.,

2021).

Aunque en ciertos casos la formacion de biofilms de levaduras es deseable, como en la
produccion de alimentos fermentados, en el caso de la especie Candida se puede
considerar un factor de virulencia, dado que confiere resistencia frente a terapias
antifungicas. Este microorganismo posee la capacidad de crecer sobre superficies de
vidrio, polipropileno y tereftalato de polietileno; materiales usados cominmente en el

envasado alimentario (Rajkowska & Kunicka-Styczynska, 2018).

Pese a que C. parapsilosis es considerada una levadura patégena oportunista, se ha
explotado su uso en fermentaciones mixtas de cacao o café en conjunto con otros
microorganismos, debido a su gran resistencia a condiciones estresantes como altas
temperaturas o acidez y la produccion de compuestos aromaticos activos de interés en
dichos productos. No obstante, habria que tener en cuenta datos gendémicos y ensayos
clinicos para el uso seguro de Candida en la industria alimentaria (de Melo Pereira et al.,

2022).

2.1.5 Salmonella enterica

S. enterica es una bacteria Gram-negativa, aerobia facultativa, flagelada y con forma
bacilar que provoca cuadros de gastroenteritis o incluso septicemias en el caso de ciertos
serovares (Carrascosa et al., 2021). Expresan fimbrias agregantes delgadas, también
denominadas curli, que estan presentes en la superficie celular y cumplen funciones
importantes en los contactos célula a célula y en la colonizacién del huésped (Cwiek et al.,

2019).
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S. enterica tiene la capacidad de adherirse con facilidad a matrices alimentarias como la
carne, lo que puede llegar a desembocar en una contaminacion cruzada entre diferentes
lotes de alimentos, tanto en fabricas como en supermercados, siendo la carne de ave

refrigerada uno de los productos que mas problemas puede plantear (Wang et al., 2013).

2.2 Antecedentes de recubrimientos en acero con poder antimicrobiano

Uno de los primeros antecedentes encontrados sobre el uso de recubrimientos con
capacidad antimicrobiana sobre acero data de 2002, en el cual se estudi6 su uso para
disminuir la presencia de S. aureus en superficies de acero inoxidable mediante
recubrimientos cerdmicos de zeolita que contenian iones de plata y zinc, obteniéndose

unos resultados prometedores en su reduccion (Bright et al., 2002).

Un afio después, otro ensayo puso a prueba de nuevo una matriz de zeolita con iones de
plata y zinc como recubrimiento para acero inoxidable, en este caso se estudid la
reduccion en el crecimiento de Escherichia coli, S. aureus, P. aeruginosa y L.
monocytogenes, obteniendo unos resultados muy efectivos frente a S. aureus y E. coli

(Cowan et al., 2003).

En la actualidad se sigue estudiando la incorporacion de recubrimientos de zeolita con
plata sobre acero inoxidable, llevando a cabo los ensayos mediante procesos mas
novedosos como la impresion 3D. En un ensayo, llevado a cabo en 2020, se crearon placas
metdalicas de acero inoxidable 316L mediante impresion 3D, se generd una superficie
porosa mediante tecnologia de fusion laser selectiva, y sobre estas placas porosas, se
establecio el recubrimiento de zeolita, utilizando un método de cristalizacion hidrotermal
in situ, al cual se le incorporaron los iones de plata por un proceso de intercambio
anidnico. Los resultados de estos materiales mostraron una inhibicidn significativa frente

aS. aureus y E. coli (Qing et al., 2020).

Otros tipos de recubrimientos utilizados en ensayos actuales estdn formados por (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES), ortosilicato de tetraetilo (TEOS) y acido acrilico
(AA). Se ha estudiado su actividad antibiofilm frente a L. monocytogenes y E. coli,

obteniendo resultados positivos para L. monocytogenes al utilizar recubrimientos de dos
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capas, una capa base de APTES y un recubrimiento funcional de TEOS o AA (Fernandez-

Gomez et al., 2022).

Una de las aproximaciones mas prometedoras frente a la formacion de biofilms es la del
uso de nanomateriales, que permite prescindir de los aspectos desfavorables de los
agentes quimicos. El uso de nanoparticulas como recubrimiento tiene como ventaja el
aumento de la superficie, que permite crear un mayor numero de sitios funcionales,
ademas, los mecanismos de resistencia bacterianos no serian funcionales frente a
nanoparticulas, lo cual descarta la posibilidad de desarrollo de bacterias resistentes.
Generalmente los nanomateriales actian de dos formas frente a las bacterias, una
mediante la interrupcion del potencial e integridad de la membrana y por otro lado,

mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Beyth et al., 2015).

Existen nanoparticulas de origen orgénico e inorganico, sin embargo, las de origen
organico, como pueden ser péptidos, compuestos de amonio cuaternario o compuestos de
N-halamina, son considerados mas inestables que los materiales inorganicos,
especialmente en el caso de su uso en procesos industriales en los que deban soportar
condiciones extremas (temperatura, humedad, pH...). Esta es la razoén por la cual se

utilizan con mayor frecuencia materiales de naturaleza inorganica. (Beyth et al., 2015).

Algunas de las nanoparticulas inorgdnicas mas utilizadas son metales u 6xidos metalicos,
que se distinguen por su efecto antibacteriano. En este grupo se incluyen la plata (Ag),
cuyo efecto ya ha sido reconocido desde la antigliedad para la desinfeccion de
instrumentos médicos y la purificacion de agua; 6xido de hierro (Fe3O4), el cual muestra
propiedades antiadherentes reduciendo el desarrollo tanto de Gram-positivas como de
Gram-negativas; 6xido de titanio (TiO»), eficaz ante bacterias, diversas especies de virus
y parasitos; 6xido de zinc (ZnO), que tiene un bajo coste y es relativamente efectivo ante
una amplia variedad de bacterias; y 6xido de cobre (CuO), cuya eficacia se ha demostrado
que es menor a lade la Ag o ZnO, por lo que habria que aumentar su concentracion (Beyth

et al., 2015).
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2.3 Recubrimientos antimicrobianos en acero nanoestructurado

Las placas metalicas de acero nanoestructurado con recubrimientos antimicrobianos,
usados durante el presente ensayo, fueron desarrolladas por el grupo de investigacion
MAGMATNANO (Magnetismo de Materiales y Nanomateriales) del Departamento de
Fisica de la Universidad de Oviedo (Gonzalez et al., 2021).

En la fabricacion de las piezas metélicas, de acero inoxidable de grado alimentario 316L,
se empled un método electroquimico para crear la superficie nanoestructurada, compuesta
por matrices autoordenadas de nanoagujeros. En primer lugar, sobre la superficie de la
pieza se realizd un proceso de electropulido en bafio electrolitico para la formacion de los
nanoagujeros, para ello se sumergieron las piezas en un bafio compuesto de acido
perclorico, que permite obtener un pH bajo para promover la ionizacion de atomos
metalicos en cationes metalicos, y éter de etilenglicol, que garantiza una alta viscosidad.
Las condiciones de acidez y alta viscosidad permiten un mejor control en condiciones

anodicas (Gonzalez et al., 2021).

— Ag nanoparticle
coatings

w—P Ag film coatings

—
P TiO2 film coatings
Ag nanoparticles plus
Stainless steel Stainless steel —p 1102 film coatings
R with different
Shnple with - roportions
electropolished prop
treatment

Functionalized electropolished
stainless steel with different coatings

Figura 2. llustracion esquemadatica del procedimiento de nanoestructuracion y de los diferentes
recubrimientos realizados en las piezas de acero inoxidable de grado alimenticio 316L. (Gonzdlez et al.,
2021).
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A continuacion, se emplearon técnicas de funcionalizacion superficial y procesos fisico-
quimicos, con el fin de alterar la superficie mediante la aplicacion de recubrimientos sobre
los nanoagujeros. Los recubrimientos utilizados fueron nanoparticulas de plata (Ag),
peliculas de plata (Ag) y didxido de titanio (TiO2), cuya seleccion se debid a sus
propiedades antimicrobianas y bactericidas (Gonzélez et al., 2021). Las piezas obtenidas
finalmente son de 4 tipos segin el recubrimiento utilizado en la superficie

nanoestructurada (Figura 2).

En el caso del recubrimiento de nanoparticulas de plata, fueron depositadas en la
superficie de las piezas mediante un método de deposicion electrolitica, que permite
obtener nanoparticulas de plata por reduccion de [Ag(NH3)2]" con glucosa (Gonzalez

et al., 2021).

Para la creacion de la pelicula de plata se utilizo el proceso de electrodeposicion que se
llevo a cabo en una celda electroquimica de dos electrodos con un contraelectrodo de

malla de platino (Pt) (Gonzalez et al., 2021).

El recubrimiento de pelicula de TiO; se realizd por deposicion de capa atomica en un
reactor ALD térmico Savannah 100 de Cambridge Nanotech (Waltham, MA, EE. UU.),
utilizando tetraisopropoxido de titanio (TTIP) y agua como precursores y argon (Ar)

como gas portador (Gonzélez et al., 2021).

Como resultado de la nanoestructuracion y de los distintos recubrimientos, en la Figura 3
se puede observar que la superficie de las piezas es diferente segin el recubrimiento
utilizado (Figura 3c-f), también se puede observar la pieza con la estructura original sin
el tratamiento de electropulido (Figura 3a). Los nanoagujeros formados a partir del
electropulido se disponen en una estructura autoordenada hexagonalmente, observandose
claramente en la pieza que no tiene ningun recubrimiento (Figura 3b). En las Figuras 3c
y 3d se observan las piezas con recubrimientos de Ag, en forma de nanoparticulas o de
pelicula de Ag, estas micrografias tienen mayor definicion debido a la mejor
conductividad en presencia de Ag. Los recubrimientos de pelicula de TiO; estan presentes
en las Figuras 3e y 3f, se observan las nanoparticulas distribuidas por la superficie de

forma homogénea (Figura 3e) y en forma de pelicula de TiO; en combinacién con
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nanoparticulas de Ag (Figura 3f), en este tiltimo caso se puede observar que la superficie

de la pieza se encuentra totalmente cubierta (Gonzalez et al., 2021).

a)
b)

9

Figura 3. Micrografias tomados mediante microscopia electronica de barrido de la superficie de las piezas
a) sin tratamiento, b) con tratamiento de electropulido, c) con recubrimiento de nanoparticulas de Ag, d)
recubrimiento de pelicula de Ag, e) recubrimiento de pelicula TiO; y f) recubrimiento de pelicula de TiO;
y nanoparticulas de Ag. (Gonzalez et al., 2021).

El analisis de la composicion quimica de las piezas indico que el recubrimiento de TiO-
mejora la adhesion de las nanoparticulas de Ag sobre la superficie, estableciendo una capa
de Ag continua y uniforme. También se llevaron a cabo andlisis de estabilidad mediante
pruebas de migracion de nanoparticulas, introduciendo las piezas en agua destilada
durante un afio para posteriormente determinar la concentracion de iones en el agua. Los
resultados mostraron que los iones de Ti tienen un potencial de migracion mas bajo en
comparacion con los de Ag, demostrando que los recubrimientos de TiO» son seguros
para la salud humana. En contraste, los iones de Ag mostraron una migracion mas notoria,

solo las piezas con TiO2 + Ag obtuvieron una menor migracion, lo que lleva a la
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conclusion de que, las peliculas de TiO2, actian como agente fijador provocando un efecto

beneficioso al reducir la migracion de las nanoparticulas de Ag. (Gonzélez et al., 2021).

En el ensayo llevado a cabo por Gonzélez y col., se han realizado a su vez pruebas
antibiofilm utilizando una especie fungica, C. parapsilosis, y cinco especies bacterianas,
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis. Los resultados concluyeron que los
recubrimientos para evitar la formacion de biofilm fueron favorables, especialmente en el
caso de las bacterias Gram-positivas (S. aureusy S. epidermidis) y en E. coli. Los
recubrimientos combinados de TiO2 + Ag obtuvieron resultados significativos para todos
los tipos de biofilms, debido a que su combinacion provoca la inactivacion de proteinas y

la muerte celular.

2.4 Métodos para la evaluacion de la actividad antibiofilm

Los biofilms, a diferencia de las bacterias planctonicas, presentan una composicion
heterogénea y se ven influenciados notablemente por las condiciones ambientales. Por
tanto, el nimero de células presentes en el interior de un biofilm no pueden cuantificarse
de forma similar a las células bacterianas presentes en una suspension homogénea, estas
ultimas pueden ser facilmente calculadas mediante mediciones de densidad optica (Haney
etal.,, 2018). Actualmente, no hay un método estandarizado que permita evaluar la
capacidad de inhibicidn o erradicacion de nuevos compuestos antibiofilm, a diferencia de
la evaluacion de la capacidad antibacteriana en células planctonicas, que se puede llevar
a cabo con métodos estandarizados como la concentracion minima inhibitoria (CMI)

(Haney et al., 2021).

La tincioén con cristal violeta es uno de los métodos cuantitativos mas utilizados para
analizar la formacion o inhibicion de biofilms (Haney et al., 2018). De hecho, esta tincion
es comunmente conocida por ser el colorante utilizado en la tincion de Gram para
diferenciar entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Beveridge, 2001). Es usada
para el analisis de biofilms por su bajo coste y facilidad de uso. Permite estudiar el
potencial inhibitorio de un compuesto cuantificando la biomasa adherida mediante la
tincion y en el caso de ensayos de erradicacion se debe de afiadir una tincidon metabolica
que permita controlar la actividad metabolica del biofilm en presencia de antibioticos,

péptidos de defensa del huésped u otros agentes antibiofilm. Debido a que la tincion de
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cristal violeta tifie los polisacéaridos de la matriz extracelular, es incapaz de distinguir entre
células vivas y muertas, por ello es necesario realizar la tincion metabodlica, como medida

del crecimiento y proliferacion celular (Haney et al., 2021).

Otros métodos alternativos para el analisis de la actividad antibiofilm se basan en el
marcaje de bacterias con fluorescencia, lo que requiere de cepas bacterianas manipuladas
genéticamente, de sistemas microfluidicos, de la microscopia confocal de barrido laser de
alto rendimiento o de sistemas comerciales como el Biofilm Ring Test, aunque estos
ultimos requeririan para su interpretacion de equipos caros o especializados que no estan

al alcance de todos (Haney et al., 2021).

El método de Calgary Biofilm Device permite examinar la formacion de biofilms in vitro.
Se trata de una tapa de placa de microtitulacion de 96 pocillos especializada con clavijas
que estan selladas en la parte superior para permitir su extraccion sin abrir el recipiente,
impidiendo de esta forma su contaminacion. En el fondo de la placa hay un flujo constante
de medio que permite el paso por todas las clavijas permitiendo la formacion de
biopeliculas de las mismas caracteristicas en todas las clavijas (Ceri et al., 1999). Este
tipo de placa permite retirar el biofilm adherido y colocarlo en placas para determinar las
unidades formadoras de colonias (UFC). Aunque esta técnica ha demostrado buenos
resultados en la evaluacion de compuestos antibiofilm, no se puede considerar una técnica
eficiente para un gran nimero de muestras, ya que requiere mucho tiempo y utiliza un

gran numero de recursos (Haney et al., 2021).

Las técnicas anteriores permiten evaluar la actividad antibiofilm, no obstante, presentan
limitaciones, como equipos especializados y poco asequibles, técnicas en las que hay que
invertir un tiempo considerable o un gran niimero de recursos. En el caso de la tincion de
cristal violeta, aunque sea una técnica facil y rdpida, no permite diferenciar entre células
vivas y muertas, en este caso podria usarse una tincion metabdlica como las sales de
tetrazolio, sin embargo, hay que tener en consideracion que este tipo de tincion depende
de las condiciones de crecimiento de las bacterias, pudiendo obtenerse resultados

negativos en el caso de que las condiciones no sean dptimas. (Haney et al., 2021).

Una técnica que permite obtener resultados rapidos y cuantificar las bacterias viables

durante los ensayos de formacion de biofilm es el reactivo comercial BacTiter-Glo™,
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desarrollado por Promega (BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay, Promega,).
Este reactivo contiene enzimas encargadas de la lisis celular, asi como, luciferina y
luciferasa, que en presencia de adenosin trifosfato (ATP) liberado del interior celular
induce la emision de luz, que serd cuantificada por un luminémetro. Esta medida de la
luminiscencia sera proporcional a la concentracion de ATP, es decir, serd proporcional al
numero de células bacterianas vivas presente en el biofilm, ya que solo las bacterias
viables van a producir ATP. Ademés este método tiene una alta sensibilidad ya que
permite la deteccion de niveles de ATP mediante fluorescencia producidos por tan sélo
10 células, siendo un método mucho mas eficiente que los que utilizan una metodologia

basada en absorbancia (Junker & Clardy, 2007).
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Acero nanoestructurado con actividad antibiofilm

En el transcurso de este ensayo se han utilizado piezas de acero inoxidable 316L
nanoestructurado con nanoagujeros realizados mediante la técnica de electropulido
desarrolladas por el grupo de investigacion MAGMATNANO del Departamento de Fisica
de la Universidad de Oviedo (Gonzalez et al., 2021). Se utilizaron 18 piezas de acero, de
aproximadamente 8 mm de lado, de las cuales 15 estaban tratadas con recubrimientos de
plata (Ag), 6xido de zinc (Zn0O), o6xido de silicio (SiO2), 6xido de silicio combinado con
plata (SiO; + Ag) y 6xido de zinc combinado con plata (ZnO + Ag), teniendo en total tres
réplicas de cada pieza tratada y otras tres piezas sin ningin recubrimiento que funcionaran

como control positivo.

3.2 Cepas patogenas y condiciones de cultivo

Se han empleado diversas bacterias patdgenas de interés agroalimentario, con niveles
diferentes de formacion de biofilm, para analizar la eficacia antibacteriana de las piezas

metalicas, las bacterias patogenas utilizadas son las siguientes:

e Listeria monocytogenes CECT911

e Staphylococcus aureus CECT240

e Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
o Candida parapsilosis SM1828

e Salmonella enterica CECT443

e Salmonella enterica CECT554

e Salmonella enterica CECT556

e Salmonella enterica CECT698

Con el fin de conservar las cepas del estudio se realizaron gliceroles. Para ello se partid
de un cultivo en crecimiento exponencial en medio TSB (Tryptic Soy Broth; Merck,

Madrid, Espafia), se centrifugé a 13.000 rpm durante 5 minutos y el sedimento bacteriano
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se resuspendié en un criovial con glicerol al 25%, finalmente fueron conservadas a

-20 °C hasta su posterior uso.

3.3 Ensayos antibiofilm

Para llevar a cabo el ensayo, en primer lugar, se cuantificaron los diferentes
microorganismos. Para ello se midieron las absorbancias (ODeoo) y se cuantificaron
unidades formadoras de colonias (UFCs) en placas de medio TSA (Tryptic Soy Agar;
Merck, Madrid, Espafia) de cada una de las cepas, cultivadas durante una noche, a 37 °C
y 250 rpm, para conocer la correlacion entre la absorbancia y las UFCs del cultivo.
Mediante esta correlacion se podrd ajustar posteriormente, a partir de la medida de la
absorbancia, el volumen requerido, por ensayo, para poder obtener unas UFCs finales de
cada cepa de 5 x 10° UFCs/mL para las bacterias utilizadas en el estudio y de 2,5 x 10°
UFCs/mL en el caso de C. parapsilosis.

Cada cepa bacteriana se pre-inocul6 el dia previo a su uso en el ensayo antibiofilm. Para
ello se parti6 de 10 puL de un stock de glicerol 25% de la cepa que se inoculd en 5 mL de
medio TSB y se incubo6 durante toda la noche a 37 °C y 250 rpm., incluyendo un control

negativo unicamente con medio TSB.

Partiendo del cultivo de la cepa seleccionada en fase de crecimiento exponencial, se mide
la ODgoo y se diluye en medio TSB fresco y estéril, hasta alcanzar la concentracion de 5
x 10° UFCs/mL para las bacterias utilizadas en el estudio y de 2,5 x 10° UFCs/mL en el

caso de C. parapsilosis.
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Figura 4. Esquema de la disposicion de las piezas de acero nanoestructurado con sus diferentes
recubrimientos en las placas de microtitulacion de 12 pocillos.
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En dos placas de microtitulacion de 12 pocillos se disponen las piezas de acero colocando
las tres réplicas de cada tratamiento en cada una de las columnas (Figura 4) y se anaden
3 mL de la suspension bacteriana en cada pocillo. Se incluyen como control positivo las
piezas sin recubrimiento, que representardn un 100% de adhesion bacteriana, y como
control negativo se dejan los 6 pocillos restantes con 3 mL de TSB. Las placas se cubren

con Parafilm® y se incuban durante 48 h a 37 °C y 115 rpm.

Pasadas 48 h se retira el medio de cultivo y se lava cada pocillo dos veces cuidadosamente
con PBS (Phosphate-buffered saline) para eliminar las bacterias planctonicas que

pudiesen permanecer en las piezas metalicas.

Una vez lavadas se dejan secar durante 10 minutos. Debido a la heterogeneidad del
tamafio de las piezas metdlicas es necesario delimitar una superficie uniforme de
cuantificacion en cada una de ellas, para ello se coloca sobre cada pieza un cilindro de 7
mm de didmetro y se afiade en cada pocillo 3 mL de agarosa al 3 %, quedando tnicamente
expuesta la superficie de la pieza metélica delimitada por el interior del cilindro. Se deja
secar hasta que la agarosa haya polimerizado lo suficiente para poder retirar los cilindros,
pudiendo crear de esta forma, pocillos sobre la pieza metalica que permitan valorar la

misma superficie de biofilm en todas las piezas.

En cada uno de estos nuevos pocillos se anaden 75 pL de PBS y 75 uL del reactivo
BacTiter-Glo™ (BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay, Promega, Madrid,
Espaia) y se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se
recuperan 140 pL de cada pocillo y se afiaden a placas opacas de 96 pocillos para proceder
a medir la luminiscencia en el lumindémetro (GloMax Multi, Promega, Madrid, Espafia),
del cual se obtendran valores de RLU (Relative Light Units). El reactivo BacTiter-Glo™
permite determinar el nimero de células viables en el biofilm mediante la cuantificacion
del adenosin trifosfato (ATP) presente en las células, el reactivo facilita la extraccion del
ATP del interior de las células y promueve la reaccion catalizada por la enzima luciferasa

en presencia de luciferina, la luz generada serd proporcional al nimero de células viables.

Por ultimo, se deben lavar las piezas para poder utilizarlas posteriormente con otra cepa
distinta. Con el fin de romper y disgregar los restos de biofilm se sumergen las piezas

metalicas durante 5 minutos en NaOH 1 N, a continuacion, se frotan en una solucion de
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SDS al 1% (Sodium Dodecyl Sulfate), se aclaran con agua destilada y se pasan a botes

sumergiéndolas en agua destilada para autoclavarlas.

3.4 Analisis estadistico

Los datos representan el porcentaje de biofilm presente en cada placa metélica respecto
al control absoluto (placas metalicas nanoestructuradas sin recubrimiento). El analisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de una via,
concretamente con el modelo de Kruskal-Wallis de comparaciones multiples y previo

analisis de la normalidad mediante la prueba de D'Agostino & Pearson test.

La representacion grafica se realizd6 mediante el software Graphpad V9 expresandose
como la media y el error estandar (SEM) para cada valor, se consideraron los datos

estadisticamente significativos cuando el p-valor de estos era menor de 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Crecimiento de los microorganismos patogenos

Los 8 microorganismos patégenos escogidos para la realizacion de este ensayo son: una
especie fungica (C. parapsilosis SMI828), dos especies bacterianas Gram-positivas (L.
monocytogenes CECTI911 y S. aureus CECT240) y dos especies bacterianas Gram-
negativas (P. aeruginosa ATCC27853 y S. enterica), utilizando cuatro cepas diferentes
en el caso de S. enterica (S. enterica CECT443, S. enterica CECTS554, S. enterica
CECTS556 y S. enterica CECT698). Todas las especies son patdgenas formadores de

biofilm asociadas a la industria agroalimentaria.

El valor de la absorbancia y la determinacion de las UFCs del cultivo en placa tras incubar
las cepas durante una noche, cuyos valores se disponen en la Tabla 1, permitieron ajustar

los cultivos a las UFCs finales requeridas de cada cepa para el ensayo antibiofilm.

Tabla 1. Valores de absorbancia (ODepg) y UFCs/mL de los microorganismos patégenos.

Cepa Absorbancia (ODggo) UFCs/mL Cultivo

Listeria monocytogenes CECT 911 2,105 2,12E+13
Staphylococcus aureus CECT 240 3,334 7,53E+12
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2,970 3,58E+12
Candida parapsilosis SM| 828 3,804 6,80E+09
Salmonella enterica CECT 443 2,202 6,50E+13
Salmonella enterica CECT 554 2,190 1,94E+14
Salmonella enterica CECT 556 2,361 3,72E+14
Salmonella enterica CECT 698 1,826 5,60E+14
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4.2 Evaluacion de la actividad antibiofilm

Los microorganismos patdgenos se crecieron sobre 3 réplicas de las piezas metélicas con
cada uno de los recubrimientos, segiin lo descrito en la Figura 4. Los resultados de la
actividad metabdlica de cada biofilm se registraron midiendo la luminiscencia producida
por cada uno, la cual es proporcional al ATP producido por las células que forman el
biofilm. Estos resultados se representan como el porcentaje de crecimiento del
microorganismo sobre los diferentes nanomateriales, respecto a las piezas de control que
no poseian ningln recubrimiento, y que servirdn como referencia para detectar los niveles
basales, es decir, el 100% de crecimiento. La media del porcentaje de crecimiento para

cada microorganismo, en las 3 réplicas de cada pieza metélica, se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores del porcentaje medio de crecimiento para cada microorganismo y recubrimiento.

% Crecimiento
Recubrimiento el Ry e n ] e renes] FY e S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica
: - paraps : g - aerug CECT443 CECTS54 CECT556 CECT698
Ag 76,40 71,66 86,11 55,72 20,77 72,40 35,69 72,38
Zn0 58,46 91,06 96,57 38,70 83,94 30,83 87,32 122,33
Sio, 46,04 76,93 85,49 64,67 133,27 43,95 143,14 98,18
Si0, + Ag 44,80 66,53 125,85 35,07 23,19 27,21 85,48 65,45
Zn0 + Ag 91,12 70,19 142,98 46,07 13,68 34,93 41,63 64,72

En el analisis estadistico se us6 la prueba ANOVA para comparar los porcentajes de
formacion de biofilm de cada microorganismo entre las diferentes piezas metélicas. En
este estudio solo se pudo disponer de 3 réplicas de cada tipo de nanomaterial, por lo que
hubo una limitacion de la potencia estadistica, ademas, en ninglin caso se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas y Unicamente se podrd hablar de tendencias

antibiofilm de ciertos materiales.

La Figura 5 representa de forma visual los datos establecidos en la Tabla 2, es decir, el
efecto de cada recubrimiento sobre los microorganismos patéogenos formadores de
biofilm. Se observa una tendencia general en la reduccion de la formacion de biofilm,
destacando el caso de S. enterica CECT554, P. aeruginosa y S. aureus. En contraste,
presentan una menor inhibicion del crecimiento la especie fungica C. parapsilosis y la

especie bacteriana L. monocytogenes.
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Figura 4. Representacion grafica del porcentaje medio de formacion de biofilm de las 8 especies patogenas

en los 6 tipos diferentes de piezas metdlicas.
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Tabla 3. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de S. aureus.

Ag
Zn0
Sio,

Si0, + Ag
Zn0 + Ag
Control +

Control -

S. aureus CECT240

Promedio RLU

634797,67
485727,33
382499,00
372235,00
757102,33
830899,67
784,03

Porcentaje medio de
crecimiento

76%
58%
46%
45%
91%
100%

Porcentaje medio de
inhibicién
24%
42%
54%
55%
9%
0%

Los resultados obtenidos en el caso de S. aureus (Tabla 3) muestran una tendencia

inhibitoria en todos los recubrimientos. Siendo el recubrimiento de Si0, combinado con

AG el que mayor inhibicion del crecimiento produce (55%), seguido por el recubrimiento

de SiO> en solitario (54% de inhibicion). En el caso del ZnO combinado con Ag se

observa una menor capacidad inhibitoria, presentando un porcentaje de crecimiento

cercano al grupo de control.

Tabla 4. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de C. parapsilosis.

Ag
Zn0
Sio,

Si0, + Ag
Zn0 + Ag
Control +

Control -

C. parapsilosis SMI828

Promedio RLU

621552,00
789814,00
667324,00
577070,33
608764,67
867383,33
2318,25

Porcentaje medio de
crecimiento

72%
91%
77%
67%
70%
100%

Porcentaje medio de
inhibicién
28%
9%
23%
33%
30%
0%

En el caso de C. parapsilosis (Tabla 4), se observa una menor disminucion del

crecimiento en todos los casos, este comportamiento puede deberse al mayor tamafio de

la levadura en comparacion con el resto de las especies bacterianas, pues podra presentar

una mejor adherencia. Aun asi, los recubrimientos que contienen Ag obtienen mejores

resultados (28% de inhibicidon en Ag, 33% en SiO2 y 30% en ZnO) que los que se

componen unicamente de SiO2 y ZnO (23% y 9% de inhibicion respectivamente).
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Tabla 5. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de L. monocytogenes.

L. monocytogenes CECT911

Promedio RLU Porcentaje medio de Porcentaje medio de

crecimiento inhibicion
Ag 139197,20 86% 14%
Zn0 156120,50 97% 3%
Si0, 138205,33 85% 15%
Si0, + Ag 203452,70 126% -26%
Zn0 + Ag 231141,67 143% -43%
Control + 161658,33 100% 0%

Control - 21,00

Para L. monocytogenes (Tabla 5) los resultados no son tan prometedores, se observa una
leve disminucion del crecimiento en las piezas con recubrimientos de Ag y SiO2 (14% y
15% de inhibicion respectivamente), sin embargo, la combinaciéon de ambos hace que

pierda eficacia (126% de crecimiento), observandose una tendencia superior al control.

Tabla 6. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de P. aeruginosa.

P. aeruginosa ATCC27853

Promedio RLU Porcentaje medio de Porcentaje medio de

crecimiento inhibicion
Ag 205747,33 56% 44%
Zn0 142905,47 39% 61%
Si0, 238808,00 65% 35%
Si0, + Ag 129514,40 35% 65%
Zn0 + Ag 170095,00 46% 54%
Control + 369259,33 100% 0%
Control - 16,00

En lo que respecta a P. aeruginosa (Tabla 6), las tendencias son bastante optimistas, se
observa una mayor inhibicidn en la formacion de biofilm en el caso del recubrimiento de
Zn0O (61% de inhibicion) y en la combinacion de SiO; + Ag (65% de inhibicion). En
cuanto a la combinacién de ZnO + Ag (54% de inhibicion), la tendencia muestra una
mayor eficacia inhibidora en comparaciéon con el uso exclusivo de Ag (44% de

inhibicién).
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Tabla 7. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de S. enterica CECT443.

S. enterica CECT443

Promedio RLU Porcentaje medio de Porcentaje medio de

crecimiento inhibicion
Ag 12796,85 21% 79%
Zn0 51719,37 84% 16%
Si0, 82114,90 133% -33%
Si0, + Ag 14292,60 23% 77%
Zn0 + Ag 8432,79 14% 86%
Control + 61612,73 100% 0%

Control - 23,00

Lacepa S. enterica CECT443 (Tabla 7) es la bacteria que muestra mejores resultados ante
el uso de recubrimientos de Ag, tanto en solitario (79% de inhibicion) como en
combinacion con SiO2 y ZnO (77% y 86% de inhibicidn respectivamente) se muestra una
tendencia muy favorable en la inhibicion del crecimiento de la cepa. Por el contrario, los
recubrimientos de ZnO y Si0> (84 y 133% de crecimiento respectivamente) muestran una

tendencia mayor, incluso que el control, en el caso del SiO».

Tabla 8. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de S. enterica CECT554.

S. enterica CECT554
Pramedio LU 0rEg e O e e

Ag 21112,65 72% 28%
Zno 8990,48 31% 69%
Si0, 12817,34 44% 56%
Si0, + Ag 7935,22 27% 73%
Zn0 + Ag 10185,89 35% 65%
Control + 29158,07 100% 0%

Control - 2388,27

A diferencia de la cepa anterior, los recubrimientos de Ag inhiben el crecimiento de S.
enterica CECT554 (Tabla 8) en menor medida (28% de inhibicién) en comparacion con
el resto de los nanomateriales estudiados. El ZnO (69% de inhibicidn) y su combinacion
con Ag (65% de inhibicion), asi como, SiO> + Ag (73% de inhibicion) son los que

presentan una tendencia clara en la inhibicion de este biofilm.
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Tabla 9. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de S. enterica CECT556.

S. enterica CECT556
s | U |

Ag 13809,78 36% 64%
Zno 33787,53 87% 13%
si0, 55391,20 143% -43%
$i0, + Ag 33079,53 85% 15%
Zn0 +Ag 16109,25 42% 58%

Control + 38696,30 100% 0%

Control - 28,00

El uso de recubrimientos de SiO2 (143% de crecimiento) promueven el crecimiento en el
caso de S. enterica CECT556 (Tabla 9). La Ag, como en el caso de la cepa CECT443,
muestra una tendencia favorable en la reduccion de la formacion de biofilm (64% de
inhibicion), al igual que su uso en combinacioén con ZnO (58% de inhibicion) y Si02 (15%
de inhibicién), los cuales muestran una reduccion destacable respecto a su uso por

separado.

Tabla 10. Valores promedio de RLU y porcentaje medio de crecimiento e inhibicion de S. enterica CECT698.

S. enterica CECT698
promedio RL  701E e o e e
Ag 130880,00 72% 28%
Zn0 221202,93 122% -22%
5i0, 177517,77 98% 2%
Sio, + Ag 118341,07 65% 35%
Zn0 + Ag 117024,00 65% 35%
Control + 180817,00 100% 0%

Control - 39,00

Por ultimo, la cepa S. enterica CECT698 (Tabla 10) presenta similitudes con las cepas
CECT443 y CECTS556 en las tendencias inhibitorias, ya que, de la misma manera, se
evidencia una disminucion en el crecimiento en los recubrimientos que contienen Ag
(28% de inhibicion en el caso de Ag'y 35% en las combinaciones) respecto a los formados

por ZnO y SiO2 que se mantienen en valores cercanos al control.
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Las diferencias encontradas entre las cepas de Salmonella pueden deberse principalmente
al grado de formacion de biofilm, teniendo cepas con un grado fuerte de formacion hasta
un grado débil, por lo que el efecto de los recubrimientos puede verse afectado dando

lugar a resultados opuestos entre cepas de la misma especie.

Las piezas metalicas revestidas de nanomateriales cuentan con una estructura de
nanoporos que no tiene la pieza control. Los nanoporos generados en las piezas son de un
tamafio menor que los microorganismos, por tanto sobre estas piezas las bacterias
creceran en contacto sobre una superficie menor que en la pieza de control, lo que
conlleva a fuerzas de adhesion mas débiles y a la supresion de los mecanismos frente a
antibioticos (Gonzalez et al., 2021). Esta pérdida de la adhesion conlleva, a que, de forma
general, haya una menor formacion de biofilms en las piezas nanoestructuradas con

respecto a las piezas control.

El uso de recubrimientos de Ag muestra una tendencia inhibitoria en todas las especies
patogenas con particular relevancia en las cepas de S. enterica CECT443, CECT556 y
CECT698, también ha mostrado buenos resultados en C. parapsilosis, L. monocytogenes
y en el caso de P. aeruginosa 'y S. aureus en combinacion SiOa. Las nanoparticulas de Ag
tienen un notable potencial como agente antimicrobiano, sus iones se unen a las paredes
y membranas celulares de las bacterias inhibiendo los procesos de respiracion celular (Rai
etal., 2009). Estudios recientes reflejan la eficacia antibiofilm de recubrimientos
monocapa de nanoparticulas de Ag, especialmente frente a bacterias Gram-negativas (Yi
et al.,, 2022). Se ha visto que bacterias Gram-negativas como E. coli presentaron un
aumento significativo de la permeabilidad de su membrana en presencia de
nanoparticulas de plata, lo que resulto en la muerte de la célula (Sondi & Salopek-Sondi,
2004). Esto puede explicar por qué bacterias Gram-negativas como S. enterica presentan
una notable inhibicién de su crecimiento ante recubrimientos de Ag. Ademas de este
mecanismo, los iones de Ag se unen a los grupos tiol caracteristicos de proteinas
bacterianas impidiendo su funcionalidad y causando la muerte celular y su replicacion
(Rai et al., 2009). Debido a sus multiples mecanismos de accion dificulta enormemente

la generacion de resistencias a este tratamiento.

El Si0, también presentd tendencias positivas en la inhibicion de la formacion de biofilms

en S. aureus y L. monocytogenes, ademas de en las especies de P. aeruginosa y C.
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parapsilosis cuando se utilizé en combinacion con Ag. Ensayos recientes del uso de SiO»
han presentado resultados prometedores frente a la formacion de biofilms en P
aeruginosa (Nsayef Muslim et al., 2021). Asi mismo, el uso combinado de SiO; con
nanoparticulas de Ag también ha mostrado resultados positivos frente a la formacion de
biofilms de P. aeruginosa (Korzekwa etal., 2021). Estudios recientes muestran la
biocompatibilidad de recubrimientos de nanoesferas de SiO> para su uso en la superficie
de catéteres, asi como, resultados favorables en la inhibicion del crecimiento de E. coli 'y
S. aureus (Zhang et al., 2022). Otros estudios relacionados con la administracion de
farmacos mediante nanoparticulas muestran la versatilidad del uso de nanoparticulas de
silice en aplicaciones biomédicas, en especial, como terapia antimicrobiana,
demostrando, asi mismo, una buena eficacia frente a la formacion de biofilms (Selvarajan

et al., 2020).

Los recubrimientos de ZnO no han presentado tendencias tan optimistas como los demas
nanomateriales, aunque si destaca en algunas bacterias Gram-negativas, en concreto en
P aeruginosa y la cepa de S. enterica CECT554. La actividad antibiofilm de ZnO se ha
estudiado en E. coli O157:H7 y en dos cepas de S. aureus en las cuales se ha visto tanto
inhibicion de la formacion de biofilm como del crecimiento celular (Lee et al., 2014). De
forma general se puede observar una tendencia a una mayor disminucién del crecimiento
en los recubrimientos combinados de ZnO + Ag en contraste con los de s6lo ZnO. Estos
resultados van en concordancia con los estudios de Thaya et al. donde demuestran que el
efecto antimicrobiano del ZnO aumenta cuando se le agregan nanoparticulas de Ag
(Thaya et al., 2016). El grado de toxicidad del ZnO es selectivo, es decir, tiene un efecto
minimo en las células humanas, mientras que ante bacterias activa mecanismos de
induccion de especies reactivas de oxigeno y dafio en la membrana celular,

interaccionando posteriormente con el contenido intracelular (Allaker, 2012).

Las principales debilidades de este trabajo son a nivel estadistico, debido a la limitacion
de replicados de cada pieza metalica utilizadas en el estudio, por lo que sera necesario un
estudio en profundidad con un mayor numero de réplicas que permitan darle una mayor
potencia estadistica. Otra de las limitaciones es la generacion de biofilms con una especie
unica que facilita su estudio, sin embargo, se aleja de las condiciones que existen en la

industria alimentaria, ya que, aunque el biofilm puede estar formado por una especie
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bacteriana concreta, generalmente tienen una estructura compleja constituida por varias
especies que cooperan en su formacion. Ademas, en este tipo de estudios en estatico se
deberian considerar determinados factores que afectan a su formacion, como puede ser el
flujo del liquido en el caso de conductos o tuberias o la capacidad de disgregacion celular

y posterior colonizacidon de nuevas estructuras.

Una de las dificultades técnicas en la industria alimentaria es la gran diversidad de
patdgenos que se pueden encontrar en la cadena alimentaria, con grandes diferencias entre
sectores de la propia industria, lo que dificulta enormemente encontrar un Unico
tratamiento efectivo. En este trabajo se han utilizado prototipos de piezas de un tamafio
reducido, por lo que harian falta estudios de fabricacion a gran escala a un coste contenido
para su posterior estudio e implementacion en la industria. Por otro lado, el método de
fabricacion de las piezas produce una deposicion aleatoria de las nanoparticulas metalicas
en la superficie, por lo que las proporciones de cada metal seran diferentes en cada pieza.
Ademas, durante el lavado de las piezas, los diferentes tratamientos pueden desgastar su
superficie y debido a que se han utilizado las mismas réplicas para cada uno de los
microorganismos el proceso de desgaste es acumulativo. Por ultimo, antes de su uso se
necesitarian realizar estudios de degradacion y descomposicion de las estructuras
metalicas nanoestructuradas y de la liberacion de iones metalicos a lo largo del tiempo,

asi como estudios in vitro e in vivo de su potencial toxicidad.

A pesar de las limitaciones resultantes, mediante este estudio preliminar se ha podido
comprobar que los recubrimientos de nanomateriales metalicos son una posibilidad
relevante a tener en cuenta en la industria alimentaria frente a la formacion de biofilms,
en especial de bacterias patdgenas, que generan grandes problemas y costes econdmicos

en el sector agroalimentario.
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5 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se presentan las siguientes conclusiones:

1. Se ha demostrado, de forma preliminar, que el empleo de piezas metalicas con
recubrimientos nanoestructurados puede constituir una opcioén viable para la

inhibicién de la formacion de biofilms en la industria alimentaria.

2. Se ha demostrado un efecto inhibitorio destacable en las piezas metalicas
nanoestructuradas con SiOy ZnO, especialmente cuando se combinan con plata,
en las especies bacterianas S. aureus, S. entérica y P. aeruginosa. Por el contrario,
en las especies L. monocytogenes 'y C. parapsilosis el efecto antibiofilm ha sido

muy limitado.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para C. parapsilosis.

--————

. Ag 740054 609752 514850 85% 70% 59%
.m0 67788t 897844 793717 78% 104% 92%

| sio, 407621 870768 723583 47% 100% 83%

S0, +Ag 683423 685445 362343 79% 79% 42%
n0+Ag 164945 669885 991464 19% 77% 114%
Control + 861088 1036550 704512 99% 120% 81%
Control-  2336,26 2280,24 2338,26

Tabla S2. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para L. monocytogenes

. Porcenedecredmiento

CReplal el Réplea3  Replial  Repla2  Réplicas
 Ag 121795 783716 217425 75% 48% 134%
om0 162187 820935 224081 100% 51% 139%
| sio, 100169 122985 191462 62% 76% 118%
S0, +Ag 245251 95204,1 269903 152% 59% 167%
0+Ag 305976 274207 113242 189% 170% 70%
Control+ 132615 204491 147869 82% 126% 91%
CControl- 16 26
Tabla S3. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para P. aeruginosa

© Pocenjedecrecimeno
CReplal  Replia2  Repiea3  Replcal  Réplia2  Replia3
Ag 174389 139152 303741 47% 38% 82%
0 962454 180730 151741 26% 49% 41%
sio, 314524 172707 229193 85% 47% 62%
'Si0,+Ag 140362 171113 77068,2 38% 46% 21%
Z0+Ag 180553 506231 159637 49% 137% 43%
Control + 402314 483999 221465 109% 131% 60%
Ccontrol- 18 14
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Tabla S4. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para S. enterica
CECT443.

 Pocentsiedecrecimeno
CReplcal  Replia2  Replea3  Replcal  Réplia2  Replia3
. Ag 108235 14770,2 65161 18% 24% 106%
om0 469574 27052,4 81148,3 76% 44% 132%
sio, 639758 100254 145894 104% 163% 237%
S0, +Ag 134124 15172,8 118219 22% 25% 192%
n0+Ag 114762 70802,8 5389,37 19% 115% 9%
Control+ 224196 106502 55916,6 36% 173% 91%
CControl- 30 16

Tabla S5. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para S. enterica
CECTS554.

© Pocenwjedecrecmeno
CReplal  Replia2  Repiea3  Replical  Réplia2  Replia3
Y VL 36185,4 24973,3 59% 124% 86%
| 0 85014 9572,31 8897,72 29% 33% 31%
| sio, 115563 6369,91 20525,8 40% 22% 70%
si0,+Ag 161062 2974,42 4725,05 55% 10% 16%
n0+Ag 264047 9770,48 10601,3 91% 34% 36%
Control+ 488519 25237,9 13384,4 168% 87% 46%
Control- 238,27

Tabla S6. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para S. enterica
CECTS556.

 pouenedecredmiento
CReplal el Réplea3  Replial  Repla2  Réplicas
Az %3236 17987,2 53864 25% 46% 139%
C mo 115663 24416 65380,3 30% 63% 169%
sio, 639315 46850,9 120782 165% 121% 312%
S0, +Ag 584401 10397,1 304014 151% 27% 79%
n0+Ag 170497 15168,8 42382,3 44% 39% 110%
Control+ 185722 23032,9 74483,8 48% 60% 192%
CControl- 36 20

Paula Pérez Alvarez 48

Master en Biotecnologia Alimentaria a m



Master en Biotecnologia Alimentaria a m

A1)

Universidad de Oviedo

Tabla S7. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para S. enterica
CECT698.

o roremajedeceamients

Rl Replca2  Rele3  Replcal  Repla2  Réplia3
- 122495 150170 119975 68% 83% 66%
| o 304041 257636 61931,8 190% 142% 34%
- sio, 291237 61674,3 179642 161% 34% 99%
- 139407 60270,2 155346 77% 33% 86%
- 121611 221719 112437 67% 123% 62%
- 118757 199169 224525 66% 110% 124%
- 40 38
Tabla S8. Valores brutos de la luminiscencia (RLU) y del porcentaje de crecimiento para S. aureus

 pouenedecredmiento
CReplal el Réplea3  Replial  Repla2  Réplicas
| Ag 788284 390429 725680 95% 47% 87%
o0 366691 428706 661785 44% 529% 80%
| sio, 348459 397880 401158 42% 48% 48%
S0, +Ag 498831 413308 204566 60% 50% 25%
m0+Ag 693614 820777 756916 83% 99% 91%
Control+ 781573 483086 1223040 94% 59% 147%
Control - 784,029
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