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Resumen

El objeto de esta tesis es estudiar la actividad del plasma frio a presion
atmosférica o ANTP (Atmospheric Non Thermal Plasma) sobre el biofilm y las
células planctonicas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans.

El plasma constituye el cuarto estado de agregacidn de la materia, tras los sélidos,
liquidos y gases. Se produce al ionizar total o parcialmente un gas, pudiendo
utilizar cualquier fuente de energia para su generacion (eléctrica, térmica, dptica
o radiacion electromagnética ionizante). Al producirse cargas eléctricas libres
(electrones e iones) el plasma es un buen conductor de la electricidad.

El estado de plasma se alcanza cuando buena parte de las particulas que
componen el gas alcanzan tanta energia como para que sea posible su ionizacién
liberando una alta densidad de electrones. Los electrones producidos y sus
colisiones posteriores con los &tomos y moléculas del gas generan las especies
reactivas que interaccionaran con el entorno.

El plasma se puede clasificar segin los niveles energéticos relativos de los
electrones y particulas pesadas (iones y neutras) en plasma térmico y en plasma
no térmico, también llamado plasma de no equilibrio o plasma frio.

En el plasma térmico la alta temperatura implica que todas las especies quimicas
se encuentran en estado de equilibrio termodindmico (Te = Ti = Tg). En los
plasmas no térmicos, el enfriamiento de los iones y las moléculas sin carga es
mas efectivo que la transferencia de energia de los electrones en las colisiones,
no alcanzandose el equilibrio térmico y permaneciendo el gas a baja temperatura
(T, >>T; = Tg) por lo que es conocido como plasma frio. Los plasmas frios son
capaces de destruir, a temperatura ambiente, microorganismaos con un minimo o
nulo dafio al entorno por calor.

Los plasmas frios se pueden generar en cdmaras de vacio, denominandose
plasmas de baja presion, o a presion atmosférica denominandose plasmas a
presion atmosférica. En los generados a bajas presiones de gas, la frecuencia de
colision de los electrones es baja por lo que las energias de los electrones seguiran
siendo altas en comparacion con las energias de las particulas pesadas (iones y
neutras) representando un estado de no equilibrio térmico.
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A presiones atmosféricas la frecuencia de las colisiones de los electrones es méas
alta, por lo que disminuira la diferencia entre la T, y la temperatura de las
particulas pesadas y, por lo tanto, el estado del plasma estara mas cerca del estado
de equilibrio térmico. Esta condicion se puede evitar suministrando una baja
densidad de potencia de alimentacion o una potencia pulsada, lo que lleva a la
formacion de plasma frio o de no equilibrio.

La necesidad de descontaminar bioldégicamente material sensible o de esterilizar
material en quiréfanos, ha hecho que durante afios se estudien diversas técnicas
de descontaminacion. Existen diversas técnicas empleadas en la actualidad como
son el calor seco, calor himedo, radiacion ultravioleta, peréxido de hidrégeno o
liquidos con diversas composiciones quimicas, pero ninguna se puede aplicar
sobre tejidos vivos 0 materiales especialmente sensibles.

El uso del plasma frio a presion atmosférica surge como una técnica relativamente
nueva gue permite descontaminar a temperatura ambiente y presion atmosférica,
tejidos vivos o materiales especialmente sensibles. Parece ser un buen candidato
para la inactivacion microbiana en el biofilm o la destruccién de la estructura de
una manera ecolégica y rentable. El estrés oxidativo producido por los reactivos
de la quimica del plasma es el responsable de los efectos que se producen.

Dado que mi actividad profesional esta dedicada al tratamiento de la infeccion
protésica articular y de la osteomielitis cronica del adulto, donde el biofilm es la
causa de la cronicidad y dificultad de curacion de estas enfermedades, la posible
aplicacion del plasma frio para descontaminar o esterilizar tejidos vivos y
material protésico motivd mi interés por el tema y el desarrollo de esta tesis
doctoral.

Para el desarrollo del trabajo experimental empleamos un prototipo denominado
camara de plasma a presion atmosférica - plasma no térmico que se caracteriza
por usar aire como gas, trabajar a temperatura ambiente y a presion atmosférica
para la produccion de plasma, convirtiéndola en un posible candidato para poder
ser utilizada de forma econémica en multitud de situaciones, entre ellas en el
campo de la cirugia séptica del aparato locomotor. La calibracion del equipo ya
fue realizada por el Dr. Guillermo Baeza Oliete en su tesis “Contribucion a la
generacion de plasma frio mediante electrodos SMD y JET”.

Para poder demostrar la capacidad antimicrobiana de la camara de generacion
de plasma sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formada en
discos de titanio comercialmente puro (grado 3) y politetrafluoroetileno
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(PTFE/Teflon) y sobre sus respectivas células planctonicas, desarrollamos cuatro
disefios experimentales.

En los dos primeros disefios experimentales se valora la actividad del plasma frio
sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formado sobre discos
de titanio comercialmente puro y PTFE y sobre sus respectivas células
planctonicas. En el tercer disefio experimental se analiza la capacidad del plasma
frio para actuar sobre el medio de cultivo e impedir el crecimiento posterior de
microorganismos. En el dltimo disefio experimental se evalla cualitativamente,
mediante microscopia confocal laser, la viabilidad del biofilm de S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans tras su exposicion al plasma frio.

La letalidad media producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, formadas durante 48 horas sobre discos de titanio, después de 60
minutos de exposicion al plasma frio fue del 99,7%, 99,9% y 99,6%,
respectivamente. En el caso de los discos de PTFE fue del 99,1%, 95,9% y 94,4%,
respectivamente.

La letalidad global media de las células planctonicas de S. aureus, P. aeruginosa
y C. albicans después de la exposicion del plasma frio durante 90 minutos fue del
99,87%.

La exposicion del medio de cultivo BHI al plasma frio durante 90 minutos gener6
un medio de cultivo activado por plasma (PAM) que impidié el posterior
crecimiento de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans.

Mediante microscopia confocal de exploracién laser se constatd, que la
exposicion al plasma frio durante 60 minutos de discos de cristal, sobre los que
previamente se habia formado un biofilm de 48 horas de S. aureus, P. aeruginosa
y C. albicans se produjo una destruccion completa del biofilm.
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The purpose of this thesis is to study the activity of cold plasma or Atmospheric
No thermal plasma (ANTP) on biofilm and the planktonic forms of
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans.

Plasma constitutes the fourth state of aggregation of matter, after solids, liquids
and gases. It is produced by completely or partially ionizing a gas, being able to
use any source of energy for its generation (electrical, thermal, optical or ionizing
electromagnetic radiation). When free electrical charges (electrons and positive
ions) occur, plasma is a good conductor of electricity.

The plasma state is reached when a large part of the particles that make up the
gas reach enough energy to allow its ionization to release a high electron density.
The produced electrons and their subsequent collisions with the atoms and
molecules of the gas generate the reactive species that will interact with the
environment.

Plasma can be classified according to the relative energy levels of electrons and
heavy particles (ions and neutrals) in thermal plasma and non-thermal plasma
also called non-equilibrium plasma or cold plasma.

In thermal plasma, high temperature implies that all chemical species
(T, =T; = T,) arein a state of thermodynamic equilibrium. In non-thermal
plasma, the cooling of ions and molecules without charge, is more effective than
the transfer of energy of electrons in collisions, the thermal equilibrium is not
achieved and the gas remains at low temperature (T, >> T; = T, ) so is known
as cold plasma. Cold plasmas are capable of destroying, at room temperature,
microorganisms with minimal or no heat damage.

Cold plasmas can be generated in vacuum chambers, called low pressure plasmas,
or at atmospheric pressure called atmospheric pressure plasmas. In those
generated at low gas pressures, the frequency of collision of the electrons is low,
so that the energies of the electrons will remain high compared to the energies of
the heavy particles (ions and neutrals) representing a state of non-equilibrium
plasma.

At atmospheric pressures the frequency of collisions of electrons is higher, so the
difference between T, and the temperature of the heavy particles will decrease
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and therefore, the state of the plasma will be closer to the state of thermal
equilibrium. This condition can be avoided by providing a low power supply
density or a pulsed power, which leads to the formation of cold or non-
equilibrium plasma.

The need to biologically decontaminate sensitive material or to sterilize material
in operating rooms has made for years that various decontamination techniques
are studied. There are various techniques used today such as dry heat, wet heat,
ultraviolet radiation, hydrogen peroxide or liquids with various chemical
compositions, but none can be applied to living tissues or especially sensitive
materials.

The use of cold plasma at atmospheric pressure emerges as a relatively new
technique that allows decontamination at room temperature and atmospheric
pressure, living tissues or especially sensitive materials. It seems to be a good
candidate for microbial inactivation in biofilms or the destruction of the structure
in an ecological and cost-effective manner. The oxidative stress produced by
plasma chemistry reagents is responsible for the effects that occur.

Since my professional activity is dedicated to the treatment of prosthetic joint
infection and chronic osteomyelitis in adults, where biofilm is the cause of
chronicity and difficulty in curing these diseases, the possible application of cold
plasma to decontaminate or sterilize living tissues and prosthetic material
motivated my interest in the subject and the development of this doctoral thesis.

For the development of the of the experimental work we used a device called the
Atmospheric Pressure Plasma Chamber - Non-Thermal Plasma (APPC-NTP)
characterized by using air as a gas, working at room temperature and atmospheric
pressure for plasma production, making it a possible candidate to be used
economically in a multitude of situations, including in the field of septic surgery
of the musculoskeletal system. The calibration of the equipment was already
carried out by PhD. Guillermo Baeza Oliete in his thesis “Contribution to the
generation of cold plasma using SMD and JET electrodes”.

In order to demonstrate the antimicrobial capacity of the plasma generation
chamber on biofilms from S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans formed on
commercially pure titanium (grade 3) and polytetrafluoroethylene (PTFE /
Teflon) discs and on their respective cells planktonic, we developed four
experimental designs.

Vi
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In the first two experimental designs, we evaluated the activity of cold plasma on
the biofilm of S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans formed on commercially
pure titanium disks and PTFE and on their respective plankton cells. In the third
experimental design, the ability of cold plasma to act on the culture medium and
prevent the subsequent growth of microorganisms is analyzed. In the last
experimental design, the viability of the biofilm of S. aureus, P. aeruginosa and
C. albicans was evaluated qualitatively using laser confocal microscopy after
exposure to cold plasma.

The average lethality produced on the biofilm of S. aureus, P. aeruginosa and C.
albicans, formed during 48 hours on titanium discs, after 60 minutes of exposure
to cold plasma was 99.7%, 99.9% and 99.6%, respectively. In the case of PTFE
discs, it was 99.1%, 95.9% and 94.4%, respectively.

The mean lethality of the planktonic cells of S. aureus, P. aeruginosa and C.
albicans after exposure of cold plasma for 90 minutes was 99.87%.

Exposure of the BHI culture medium to cold plasma for 90 minutes generates a
plasma activated culture medium (PAM) that prevents subsequent growth of S.
aureus, P. aeruginosa and C. albicans.

We verified, by confocal microscopy of laser exploration, that after exposure to
cold plasma for 60 minutes of glass disks on which a 48-hour biofilm of S. aureus,
P. aeruginosa and C. albicans had previously formed, produced a complete
destruction of the biofilm.

Vii






Resum

L’objecte d’aquesta tesi és estudiar [’activitat del plasma fred a pressio
atmosferica 0 ANTP (Atmospheric Non Thermal Plasma) sobre el biofilm i les
formes planctoniques de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i
Candida albicans.

El plasma constitueix el quart estat d’agregacio de la matéria, després dels solids,
liquids i gasos. Es produeix al ionitzar total o parcialment un gas, podent utilitzar
qualsevol font d’energia per a la seua generacio (eléctrica, térmica, Optica o
radiacié electromagneética ionitzant). En produir carregues electriques lliures
(electrons i ions) el plasma és un bon conductor de |’electricitat.

L’estat de plasma s’aconsegueix quan bona part de les particules que componen
el gas aconsegueixen tanta energia com perque siga possible la seua ionitzacio
alliberant una alta densitat d’electrons. Els electrons produits i les seues
col-lisions posteriors amb els atoms i molécules del gas generen les especies
reactives que interaccionaran amb |’entorn.

El plasma es pot classificar segons els nivells energétics relatius dels electrons i
particules pesades (ions i neutres) a plasma térmic i en plasma no térmic també
anomenat plasma de no equilibri o plasma fred.

En el plasma térmic I’alta temperatura implica que totes les espécies quimiques
(Te ~T; = Tg) es troben en estat d’equilibri termodinamic. En els plasmes no
termics, el refredament dels ions i les molécules sense carrega, és més efectiu que
la transferéncia d’energia dels electrons en les col-lisions, no aconseguint-se
I’equilibri térmic i romanent el gas a baixa temperatura (Te >>T; = Tg) pel que
és conegut com a plasma fred. Els plasmes freds son capagos de destruir, a
temperatura ambient, microorganismes amb un minim o nul dany a I'entorn per
calor.

Els plasmes freds es poden generar en cambres de buit, denominant-se plasmes
de baixa pressid, 0o a pressié atmosférica denominant-se plasmes a pressio
atmosférica. En els generats a baixes pressions de gas, la frequéncia de col-lisid
dels electrons és baixa pel que les energies dels electrons continuaran sent altes
en comparacié amb les energies de les particules pesades (ions i neutres)
representant un estat de no equilibri térmic.
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A pressions atmosferiques la freqliencia de les col-lisions dels electrons és més
alta, per la qual cosa disminuira la diferéncia entre la T, i les particules pesades i
per tant, I’estat del plasma estara més prop de 1’estat d’equilibri térmic. Esta
condici6 es pot evitar subministrant una baixa densitat de poténcia d’alimentacio
0 una potencia polsada, la qual cosa porta a la formacié de plasma fred o de no
equilibri.

La necessitat de descontaminar biologicament material sensible o d’esterilitzar
material en quirofans, ha fet durant anys que s’estudiin diverses técniques de
descontaminacid. Hi ha diverses técniques emprades en I’actualitat com la calor
seca, calor humida, radiacio ultraviolada, peroxid d’hidrogen o liquids amb
diverses composicions quimiques, perd cap es pot aplicar sobre teixits vius o
materials especialment sensibles.

L’us de I’plasma fred a pressié atmosferica sorgeix com una técnica relativament
nova gue permet descontaminar a temperatura ambient i pressié atmosfeérica,
teixits vius o materials especialment sensibles. Sembla ser un bon candidat per a
la inactivacid microbiana en el biofilm o la destruccié de I’estructura d’una
manera ecologica i rendible. L’estrés oxidatiu produit pels reactius de la quimica
de I’plasma és el responsable dels efectes que es produeixen.

Atés que la meua activitat professional esta dedicada al tractament de la infeccio
protetica articular i de I’osteomielitis cronica de l'adult, on el biofilm és la causa
de la cronicitat i dificultat de curacié d'aquestes malalties, la possible aplicaci6
del plasma fred per a descontaminar o esterilitzar teixits vius i material protétic
va motivar el meu interés pel tema i el desenvolupament d'aquesta tesi doctoral.

Per al desenvolupament del treball experimental emprem un equip denominat
cambra de plasma a pressié atmosférica - plasma no térmic que es caracteritza
per usar aire com a gas, treballar a temperatura ambient i a pressié atmosférica
per a la produccié de plasma, convertint-la en un possible candidat per poder ser
utilitzada de forma economica en multitud de situacions, entre elles en el camp
de la cirurgia séptica de 1’aparell locomotor. El calibratge de I’equip ja va ser
realitzada pel Dr. Guillermo Baeza Oliete en la seva tesi “Contribucié a la
generacio de plasma fred mitjancgant electrodes SMD i JET”.

Per poder demostrar la capacitat antimicrobiana de la cambra de generacié de
plasma sobre el biofim de S. aureus, P. aeruginosa i C. albicans formades sobre
discos de titani comercialment pur (grau 3) i politetrafluoroetileé (PTFE / Tefld) i
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sobre les seves respectives cel-lules planctoniques, desenvolupem quatre
dissenys experimentals.

En els dos primers dissenys experimentals es valora l'activitat del plasma fred
sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa i C. albicans format sobre discos de
titani comercialment pur i PTFE i sobre les seues respectives cél-lules
planctoniques. En el tercer disseny experimental s'analitza la capacitat del plasma
fred per a actuar sobre el mitja de cultiu i impedir el creixement posterior de
microorganismes. En I'Ultim disseny experimental s'avalua qualitativament,
mitjancant microscopia confocal laser, la viabilitat del biofilm de S. aureus, P.
aeruginosa i C. albicans després de la seua exposicio al plasma fred.

La letalidat mitjana produida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa i C.
albicans, formades durant 48 hores sobre discos de titani, després de 60 minuts
d'exposicid al plasma fred va ser del 99,7%, 99,9% i 99,6%, respectivament. En
el cas dels discos de PTFE va ser del 99,1%, 95,9% i 94,4%, respectivament.

La letalidat mitjana de les cel-lules planctoniques de S. aureus, P. aeruginosa i
C. albicans després de I'exposicio del plasma fred durant 90 minuts va ser del
99,87%.

L'exposicio del mitja de cultiu BHI al plasma fred durant 90 minuts genera un
mitja de cultiu activat per plasma (PAM) que impedeix el posterior creixement
de S. aureus, P. aeruginosa i C. albicans.

Mitjancant microscopia confocal d'exploracid laser, es va constatar que la
exposicio al plasma fred durant 60 minuts de discos de cristall, sobre els quals
préviament s’havia format un biofilm de 48 hores de S. aureus, P. aeruginosa i
C.albicans, es va produir una destruccié completa del biofilm.

Xi
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Introduccién

1.1 Motivacién

Este trabajo de investigacion surge de la confluencia de dos circunstancias, por
un lado, el desarrollo por parte del Dr. Guillermo Baeza Oliete de su tesis doctoral
“Contribucion a la generacion de plasma frio mediante electrodos SMD y JET”
(1) y por otro mi dedicacién como cirujano ortopédico al tratamiento de las
enfermedades infecciosas del aparato locomotor, incluyendo la infeccion
articular protésica y la osteomielitis cronica del adulto. En este tipo de
enfermedades, el biofilm es la causa de la cronicidad, recidivas y dificultad de
curacion.

El objetivo de la tesis “Contribucion a la generacion de plasma frio mediante
electrodos SMD y JET” era la obtencion de correlaciones entre las variables de
entrada de los equipos de produccién de plasma con las variables de salida de
éste, con el fin de obtener un mejor conocimiento del plasma y de poder predecir
su comportamiento y su posible aplicacion o no, sobre tejidos vivos y material
especialmente sensible.

En la actualidad para la descontaminacion de materiales se emplean técnicas
como el calor seco, calor himedo, radiacion ultravioleta, peroxido de hidrégeno
o liquidos con diversas composiciones quimicas, pero ninguna se puede aplicar
sobre tejidos vivos 0 materiales especialmente sensibles.

El uso del plasma frio a presidn atmosférica 0 ANTP (atmospheric non thermal
plasma) surge como una técnica relativamente nueva que permite descontaminar
a temperatura ambiente y presién atmosférica, tejidos vivos o materiales
especialmente sensibles.

Los biofilms bacterianos o fungicos originan, hoy en dia, una proporcion
importante de infecciones asociadas a dispositivos médicos y de infecciones
crénicas en humanos. Nuestra capacidad para controlarlas se ve comprometida
debido a una resistencia elevada a las defensas del huésped y una mayor
tolerancia a los antibiéticos dentro del biofilm. El plasma frio surge como una
opcion terapéutica prometedora, alternativa al tratamiento con antimicrobianos,
para la destruccion de la estructura del biofilm o inactivacion microbiana de una
manera ecoldgica y rentable, pudiendo controlar o erradicar las infecciones en la
que el biofilm est& implicado. El estrés oxidativo producido por los reactivos de
la quimica del plasma es el responsable de los efectos que se producen.
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El poder tratar con plasma frio incluso, de manera intraoperatoria, la infeccion
protésica o la osteomielitis cronica podria aumentar la tasa de curaciones de este
problema sanitario actual que crea grandes costos econdémicos y sociales.

Por lo tanto, mi inquietud fundamental para la ejecucién de este proyecto ha sido
la utilidad potencial del plasma frio para mejorar el tratamiento y el pronostico
de las infecciones osteoarticulares protésicas y de las osteomielitis crénicas.

Para poder considerar las aplicaciones clinicas previamente hay que realizar
estudios in vitro. En esta tesis concretamente se estudio la actividad in vitro del
plasma frio a presion atmosférica sobre el biofilm y células plancténicas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Para ello
utilizamos un prototipo de generacion de plasma no térmico a presién
atmosférica, en concreto el sistema se denomina camara de plasma a presién
atmosférica - plasma no térmico o APPC-NTP (atmospheric pressure plasma
chamber — no thermal plasma). El equipo trabaja a presién atmosférica, usa aire
como gas para la produccion de plasma generandolo a temperatura ambiente, lo
gue lo convierte, en un candidato perfecto para poder ser utilizado de forma
econdmica y ecoldgica en la descontaminacion bioldgica de tejidos vivos y en la
descontaminacion y esterilizacion de implantes médicos.

Para valorar la actividad producida por el plasma frio se seleccionaron tres
agentes causales representativos de infecciones osteoarticulares: S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans.

Como representante de las bacterias Gram-positivas se eligié S. aureus por su
resistencia a los antibi6ticos como en el caso de los SAMR (S. aureus meticilin
resistentes) y también por su elevada frecuencia, ya que representa el 23% de las
infecciones protésicas (2).

Entre las bacterias Gram-negativas responsables del 10% de estas infecciones se
escogid P. aeruginosa por la gran dificultad para su erradicacion en la infeccién
periprotésica debido a su multiresistencia.

En el caso de los hongos se seleccion6 C. albicans por ser la especie fangica mas
comun en este tipo de infecciones y por su capacidad de producir un biofilm
complejo. Los hongos estan implicados en el 1% de los casos de infeccion
protésica pero su importancia radica en las altas tasas de fracaso de tratamiento y
en afecta a pacientes con factores de riesgo asociados (uso de corticoides,
farmacos inmunosupresores, enfermedades malignas, tratamiento antibidtico
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previo, presencia de catéteres permanentes, diabetes mellitus e infeccion
bacteriana periprotésica previa, entre otros). Las tasas de fracaso de tratamiento
son de alrededor del 50% cuando se realiza un desbridamiento agudo y retencién
del implante o un recambio en un tiempo. A pesar de que el estdndar actual de
tratamiento es el recambio en dos tiempos sus resultados son inferiores
comparados con los obtenidos en las infecciones bacterianas.

Los biomateriales utilizados en el presente trabajo han sido discos de titanio, de
1,27 cm de didmetro y 0,3 cm de alto, comercialmente puro grado 3 (modelo
RD128-Ti) y discos de politetrafluoroetileno (PTFE/Teflon, modelo RD128-
PTFE) del mismo tamarfio, ambos suministrados por Biosurface Technologies
Corp.

El titanio (Ti) es un metal de transicion de nimero atdbmico 22. Se encuentra en
la naturaleza como diéxido de titanio (TiO2) formando un mineral llamado rutilo.
El titanio no aleado conocido como titanio comercialmente puro contiene entre
un 98,64% y un 95,5% de titanio. Se clasifica en diversos grados (1, 2, 3y 4) en
funcidn de los elementos intersticiales presentes en la estructura como oxigeno,
nitrégeno, carbono o hierro (3).

La aleacion Ti-6Al-4V acapara méas del 45% de la produccién de titanio y es
ampliamente utilizada como biomaterial para la fabricacion de dispositivos
biomédicos. Las ventajas de su uso como material protésico y de osteosintesis en
cirugia ortopédica son claras ya que al ser bioinerte consigue una mejor
osteointegracion. El titanio es resistente a la corrosion y muy flexible, con un
modulo de elasticidad cinco veces superior al hueso cortical evitando la
osteoporosis por proteccién de cargas y la rotura por fatiga. Como inconvenientes
presenta una escasa resistencia a la friccion y desgaste acelerado. El titanio puro
es mas usado en osteosintesis y las aleaciones de titanio se usan mas en la
fabricacion de material protésico.

El politetrafluoroetileno, mas conocido como teflon, es un polimero similar al
polietileno en el que los &tomos de hidrégeno han sido sustituidos por d&tomos
de flbor (4). La formula quimica del monomero de tetrafluoroetileno es CF.=CF..
El mondmero se polimeriza en largas cadenas de hasta 50.000 mondmeros cada
una.
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FF FFFF

C C Polimerizacion _C_C_C_C_
FF F F FF

Tetrafluoroetileno Politetrafluoroetileno (PTFE)

Figura 1. Polimerizacion del tetrafluoroetileno.

Los enlaces C-C y C-F son enlaces covalentes dandole una gran fuerza de union.
Los &tomos carbono y flGor coinciden en tamafio, de manera tal que estos ultimos
forman una lamina continua sobre la cadena carbonada protegiéndola del ataque
guimico.

La molécula se empaqueta formando un material sélido, duro, rigido, insoluble,
inerte y no inflamable, con un punto de fusion elevado que le aporta estabilidad
térmica y quimica. Es extremadamente resistente a la corrosion y a la accién de
los disolventes Tiene un bajo coeficiente de friccion y elevada hidrofobicidad.
Aunque en cirugia ortopédica se usa el polietileno de ultra alto peso molecular
con alto grado de entrecruzamiento como superficie de friccion en las prétesis
articulares, el tetrafluoroetileno posee caracteristicas semejantes de
hidrofobicidad, resistencia y coeficiente de friccion.

1.2 Infeccidn protésica y biofilm

La cirugia protésica es el tratamiento de eleccidn en las artropatias degenerativas
e inflamatorias cuando comprometen la calidad de vida del paciente, existe
deformidad importante y los analgésicos no controlan el dolor. Aunque el
aflojamiento aséptico es mas frecuente, la infeccion periprotésica (IP) es una
complicacion devastadora (5). Su incidencia es de alrededor de 1-3% a pesar de
una técnica quirdrgica correcta, medidas asépticas y profilaxis adecuada (6). La
IP se asocia con un mayor tiempo operatorio, mayor pérdida de sangre, mayor
numero de complicaciones, y el aumento de los costes sanitarios (7). Aunque la
mortalidad asociada a intervencién quirdrgica por una infeccion es baja, el grado
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de morbilidad es muy importante. El tratamiento de la IP es complejo, precisa de
multiples intervenciones quirdrgicas, hospitalizaciones y uso prolongado de
antibioticos.

1.2.1 Patogénesis y microbiologia

La IP es el resultado de la llegada de los microorganismos a la superficie protésica
de manera directa o por via hematdgena. Una vez alcanzada la superficie
protésica, se multiplica formando el biofilm. La existencia del biofilm conlleva
dos importantes consecuencias:

1. Las manifestaciones clinicas dependeran del nimero de células libres
(planctdnicas) desprendidas del biofilm y de la respuesta inmune contra
sus antigenos. Las formas agudas con signos inflamatorios asociados son
la consecuencia de la respuesta inmune a las células plancténicas.

2. Los microorganismos dentro del biofilm muestran una resistencia méas
elevada a las defensas del huésped y una mayor tolerancia a los
antibidticos que en forma plancténica, provocando una reaccién
inflamatoria menor.

Habitualmente, la IP se produce por contaminacion directa en el momento de la
cirugia por microorganismos de la piel del paciente, del quiréfano o de la piel del
personal sanitario. El tiempo desde la contaminacion hasta el inicio de los
sintomas es variable.

Cualquier microorganismo puede estar asociado a la IP, pero el género
Staphylococcus causa el 60% de estas infecciones siendo mas frecuentes las
causadas por Staphylococcus coagulasa negativos (30-40%) que por S. aureus
(12-23%). Las infecciones por Streptococcus, Enterococcus y bacilos Gram-
negativos (Enterobacteriaceae y P. aeruginosa) representan el 10% de las IP.
Otros microorganismos causales son las bacterias anaerobias (2-4%), entre ellas
Cutibacterium acnes, los hongos (1%) y las micobacterias (0,3%). Ademas, se
han descrito infecciones polimicrobianas (10-20%) e IP con cultivos negativos
en el 7-35% de los episodios (2).

En las IP agudas predominan los bacilos Gram-negativos, Streptococcus sppy S.
aureus, mientras que Staphylococcus coagulasa negativos y C. acnes son mas
frecuentes en las IP crénicas.
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1.2.2 Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas habituales que predisponen a la infeccion de la herida
quirdrgica o a la IP y contraindican la cirugia protésica son la artritis séptica (8),
la sepsis grave y las infecciones activas en piel, tejido subcutaneo o tejidos
profundos.

Ademas, se han descrito otros potenciales factores de riesgo que predisponen a la
infeccion de la herida quirdrgica o a la IP: antecedentes de cirugias previas,
procedimientos quirdrgicos previos en la articulacion afectada, diabetes mellitus
mal controlada, malnutricién, obesidad mérbida (IMC >40 kg/m?), enfermedad
hepética activa, insuficiencia renal cronica, tabaquismo (>1 paquete/dia),
consumo excesivo de alcohol (>40 unidades/ semana), abuso de drogas por via
intravenosa, hospitalizacion reciente, estancia prolongada en instituciones
sociosanitarias, sexo masculino, artritis postraumatica, artropatia inflamatoria e
inmunodeficiencia grave (9)

1.2.3 Clasificacion

Aunque actualmente no existe una clasificacion de las IP universalmente
aceptada, se han propuesto diversos sistemas de clasificacion. Tsukayama (10)
sugirié un sistema que divide a las IP en cuatro grupos: 1) cultivos positivos
intraoperatorios, 2) infeccion postquirdrgica precoz (< 2-4 semanas), 3) infeccion
crénica tardia (> 2-4 semanas) y 4) infeccion hematdgena aguda tras bacteriemia.
La clasificacion de McPherson (11) tiene en cuenta el tipo de infeccion
(postoperatoria aguda y hematdégena menor de 4 semanas y crénica mayor de 4
semanas); el tipo de huésped (A no comprometido, B comprometido y C
seriamente comprometido) y las condiciones locales de la extremidad (1 no
comprometido, 2 comprometido y 3 seriamente comprometido).

1.2.4 Presentacion clinica

Las manifestaciones clinicas de las IP estan determinadas por varios factores,
como las caracteristicas del huésped, la via de infeccién y los microorganismos
asociados. La presentacion clinica puede variar, desde un curso indolente crénico,
que se caracteriza solo por el dolor articular progresivo, hasta una artritis séptica
fulminante. Los pacientes con infecciones agudas son mas propensos a tener
signos clasicos de inflamacion incluyendo fiebre, aumento local de la
temperatura, eritema que recubre la zona del implante, derrame articular, y/o
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drenaje de la herida. Los pacientes con infecciones cronicas suelen presentar
dolor articular cronico y rigidez articular sin los signos tipicos de infeccion. Las
infecciones hematogenas clinicamente se comportan como infecciones agudas
(12). Tipicamente, las IP por microorganismos mas virulentos tienden a asociarse
con infecciones agudas y las causadas por gérmenes menos virulentos pueden
simplemente presentarse con dolor articular progresivo y rigidez asociados o no
a aflojamiento de la protesis teniendo que realizar el dificil diagndstico
diferencial con el aflojamiento aséptico. La fiebre suele ser un indicador poco
fiable de IP (12).

1.2.5 Prevencion

La importancia de la prevencion de la IP reside en la posibilidad de disminuir sus
graves complicaciones asociadas. Las estrategias de prevencion van dirigidas a:
actuar sobre los factores modificables relacionados con el paciente, asociar una
profilaxis antibi6tica primaria correcta (13), utilizar una técnica quirargica
cuidadosa junto con unas medidas adecuadas en el quir6fano (14) y optimizar el
uso de las nuevas tecnologias en los implantes para evitar la adherencia primaria
de los microorganismos (15) (Ver punto 1.3.8.1).

Entre los factores modificable relacionados con el paciente sobre los que se puede
actuar previamente a la cirugia para disminuir el riesgo de IP se encuentran la
enfermedad cardiovascular, el alcoholismo, la enfermedad hepética y renal, la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la diabetes, la desnutricion, la artritis
reumatoide, etc. Son factores de riesgo no modificables la edad, el género, el
riesgo anestésico, hemiplejia previa, la anticoagulacion cronica, la infeccion
previa de la articulacion, la cirugia articular previa, etc. Un anélisis exhaustivo de
cada uno de estos factores se encuentra en la publicacion del 11 Consenso
Internacional de Filadelfia en infecciones musculoesqueléticas (9).

Las estrategias dirigidas a evitar la adherencia primaria sobre los implantes se
desarrollan en el apartado 1.3.8.1.
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1.2.6 Tratamiento

Los objetivos primarios del tratamiento de la IP son la erradicacion de los
microorganismos causales y conseguir un implante indoloro y funcionante. Para
ello hay que realizar un diagndstico precoz e instaurar el tratamiento mas
apropiado segln cada caso. Existen seis opciones de tratamiento: 1) Lavado,
desbridamiento, tratamiento antibidtico y retencion del implante (16); 2)
Recambio en un tiempo (17); 3) Recambio en dos tiempos (18,19); 4) Artroplastia
reseccién (cadera y hombro) o artrodesis (rodilla, tobillo, codo, hombro) (20); 5)
Amputacion y 6) Tratamiento antibidtico supresor (21). Hay que tener presente
que el manejo terapéutico de estas infecciones es complejo debido, entre otras
causas, a la presencia del biofilm y a la elevada edad de la poblacién afectada con
gran morbilidad asociada.

Las indicaciones de cada uno de los tratamientos quedan fuera del objetivo de
esta tesis, pero los factores a considerar en la eleccion del mismo son: el posible
aflojamiento de la protesis, la comorbilidad del paciente, la virulencia y
sensibilidad antibidtica del pat6geno, el estado de las partes blandas, el stock 6seo
residual y el tiempo desde el inicio de los sintomas; sin olvidar que la formacion
del biofilm y su maduracion responsable de muchos fracasos terapéuticos.

El plasma frio es una nueva tecnologia destinada a la eliminacién fisica de los
biofilms. Su capacidad de destruccién del biofilm determinara su utilidad en el
campo de la infeccion articular periprotésica. La posibilidad de retencién del
implante mediante el desbridamiento protésico y tratamiento antibiético o el
poder realizar el recambio en un tiempo utilizando la tecnologia del plasma frio,
en el caso de ser eficiente, disminuiria los riesgos asociados a mdaltiples
intervenciones en pacientes fragiles y los costes sociales y sanitarios generados
por este tipo de enfermedades.
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1.3 El biofilm

1.3.1 Definicion

El biofilm se define como una comunidad de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares, o EPS
(extracellular polymeric substance), y adheridos a una superficie inerte o un
tejido vivo (22-24).

Una amplia variedad de microorganismos es capaz de formar biofilm, entre ellos
las bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y los hongos. Todos pueden
depositarse en dispositivos médicos formando biofilms que les confieren hasta
1000 veces mas resistencia y tolerancia a los antibiéticos en comparacion con sus
formas planctonicas (25-27).

Actualmente, los biofilms estan implicadas en casi el 80% de las infecciones
hospitalarias recalcitrantes, jugando un papel relevante en infecciones crénicas
con importantes implicaciones clinicas como la infeccién pulmonar por P.
aeruginosa en la fibrosis quistica, la formacion de la placa dental bacteriana, las
infecciones recidivantes del tracto urinario causadas por Escherichia coli y la
infeccion de dispositivos médicos como catéteres centrales o periféricos, sondas
urinarias, lentes de contacto, valvulas cardiacas, marcapasos, implantes
mamarios, protesis dentales y protesis articulares en cirugia ortopédica (28-30).

1.3.2 Etapas de crecimiento del biofilm

Cronolégicamente el ciclo bioldgico del biofilm se puede subdividir en las
siguientes cuatro fases (31).

1. Adherencia primaria

2. Formacion temprana y proliferacion del biofilm
3. Maduracion del biofilm

4. Dispersion

Cada una de las etapas del ciclo estan representadas y descritas en la Figura 2.
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Adherencia primaria Formacion temprana y
Los microorganismos se adhieren a un prollferacmn del biofilm
huésped o a las superficies de los Los microorganismos comienzan a
dispositivos médicos a través de dividirse y producen las EPS, que
adhesinas asociadas a su superficie mejoran la adhesion, al tiempo que
celular. forman la matriz.

Las células dejan la biopelicula para Se desarrolla su estructura tridimensional
volver a entrar en fase planctonica con proporcionando un armazon

Dispersion 3 Maduracion del biofilm

la posibilidad de distribuirse a otros multifuncional y protector, permitiendo
sitios y colonizar nuevas superficies que se formen microambientes quimicos
pudiendo generar nuevos focos de y fisicos heterogéneos donde coexisten
infeccion. los microorganismos interaccionando de

manera competitiva y sinérgica.

Figura 2. Ciclo de las etapas de crecimiento del biofilm. Adaptado de Koo et al. (31).
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1.3.3 Composicion del biofilm

El biofilm est4d compuesto por microorganismos (de una o multiples especies
microbianas) y por una matriz de material extracelular que rodea a éstos. Los
microorganismos representan menos del 10% de la masa seca del biofilm,
mientras que la matriz constituye el 90% de ésta (32).

La matriz es el material extracelular producido por los propios microorganismos.
Estd formada por un conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros,
conocidos como EPS, que forman la arquitectura tridimensional del biofilm y son
responsables de la adhesién a las superficies y de su cohesion. La matriz
representa una compleja interfaz biol6gica compuesta principalmente por agua,
iones inorganicos y moléculas organicas (polisacaridos, ADN extracelular
eADN, proteinas, lipidos, surfactantes y estructuras bacterianas extracelulares
(33,34).

La matriz de EPS ha sido estudiada en diferentes especies bacterianas y su
composicién varia en funcion del tiempo, tipo de microorganismo, fuerzas locales
de cizallamiento mecénico, disponibilidad de nutrientes del sustrato y el entorno
del huésped (35). La matriz de P. aeruginosa consta de exopolisacaridos
(alginato, Pel, Psl), proteinas de superficie (pili tipo IV, Fimbrias CupA),
proteinas de unién a lectinay eADN (36). A diferencia de la matriz extracelular
de S. aureus formada por un polisacarido de adhesion intercelular (P1A), poli-N-
acetil glucosamina (PNAG), proteinas adhesivas (Baps: proteinas asocias al
biofilm) y eADN.

La matriz extracelular del biofilm de C. albicans estd compuesta principalmente
de carbohidratos (39,6%), especialmente glucosa (32,2%), aunque también es
posible encontrar pequefias cantidades de proteinas (5%), hexosaminas (3,3%),
fosforo (0,5%), acido urdnico (0,1%) y e-ADN (37). Las moléculas de glucosa se
encuentran formando principalmente B-1,3-glucano, el cual no solo es el
componente fundamental de la pared celular sino también el carbohidrato mas
abundante de la matriz extracelular. El biofilm de C. albicans es bifasica, con una
capa de blastosporas metabdlicamente activas adheridas al biomaterial,
recubiertas por una fina capa de matriz extracelular compuesta por -1,3-glucano
similar a la pared celular. Por encima se sitla una capa de abundantes hifas,
inmersas en matriz extracelular, y metab6licamente activas (38).

Estudios con modelos in vitro han observado que la duracion de la fase de
adherencia de C. albicans comprende aproximadamente 12 horas, tras las cuales
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se pueden observar agregados celulares sobre la superficie colonizada (38).
Alrededor de 20 a 24 horas después de la adhesion de las primeras células se
obtiene un biofilm maduro, que continuara sintetizando nueva matriz extracelular
(fase de maduracion) y dispersando (fase de dispersion) células plancténicas que
intentaran colonizar nuevas superficies (39).

En la Figura 3 se representa un esquema de los componentes de los componentes
de la matriz.

1.3.4 Funciones de la matriz de EPS

La mayor parte de la biomasa del biofilm est4 formada por una matriz de EPS
hidratada. La organizacion de las moléculas de las EPS se basa en interacciones
intermoleculares que también determinan sus propiedades mecanicas y la
actividad fisioldgica de los organismos en el biofilm (32).

Se han determinado varias funciones asociadas a los componentes de las EPS
(32):

1. Adhesion: Interviene en los pasos iniciales de la colonizacién de las
superficies abioticas y bidticas por las células plancténicas y en la fijacion a
largo plazo del biofilm. EPS implicadas: Polisacaridos, proteinas, ADN y
moléculas anfipéticas.

2. Agregacion: Permite la union entre las células, la inmovilizacion temporal de
las poblaciones bacterianas, el desarrollo de altas densidades celulares vy el
reconocimiento célula-célula. EPS implicadas: Polisacéridos, proteinas y
eADN.

3. Cohesidn del biofilm: Forma una red polimérica hidratada dando estabilidad
mecénica y determinando la arquitectura del biofilm, asi como permitiendo la
comunicacion célula-célula. EPS implicadas: Polisacaridos neutros vy
cargados, proteinas y eADN.

4. Retencién de agua: Mantiene un microambiente altamente hidratado
impidiendo la desecacion en ambientes con deficiencia de agua. EPS
implicadas: Polisacaridos hidrofilicos.

5. Barrera protectora: Confiere resistencia a las defensas inespecificas y
especificas del huésped, proteccion contra la radiacion ultravioleta, asi como
tolerancia a agentes antimicrobianos como desinfectantes y antibioticos. EPS
implicadas: Polisacéridos y proteinas.
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6. Absorcion de componentes orgénicos: Permite la acumulacion de nutrientes
del medio ambiente. EPS implicadas: Polisacéridos y proteinas cargadas o
hidrofobas.

7. Absorcién de iones: Promueve la formacion del polisacérido y el intercambio
de iones. EPS implicadas: Polisacaridos y proteinas cargadas, fosfato y
sulfato.

8. Actividad enzimética: Permite la digestion de macromoléculas exdgenas para
la obtencion de nutrientes, asi como la degradacion de las EPS estructurales,
liberando células del biofilm. EPS implicadas: Proteinas.

9. Fuente de nutrientes: Proporciona una fuente de compuestos que contienen
carbono, nitrogeno y fésforo. EPS implicadas: Potencialmente todos los
componentes de la EPS.

10. Intercambio de informacion genética: Facilita la transferencia horizontal de
genes entre las células del biofilm. EPS implicadas: eADN.

11.Dador o aceptor de electrones: Permite la actividad redox en la matriz del
biofilm protegiendo a los microorganismos contra los agentes oxidantes. EPS
implicadas: Proteinas.

12.Exportacion de componentes celulares: Libera material celular como
resultado del recambio metabdlico. EPS implicadas: Vesiculas de membrana
que contienen acidos nucleicos, enzimas, lipopolisacaridos y fosfolipidos.

13.Descenso del nivel de energia: Almacena el exceso de carbono en ratios
desequilibrados de carbono/nitrégeno. EPS implicadas: Polisacaridos

14.Unidn de enzimas: Resultados de la acumulacion, retencion y estabilizacion
de enzimas a través de su interaccion con polisacaridos. EPS implicadas:
Polisacaridos y enzimas.

27



Introduccién

o000  Polisacarido

Q Adhesina

@ Proteina Proteinas secretoras de
polisacéridos y ADN extracelular

XXX ADN extracelular w

Figura 3. Estructura de la matriz de EPS. Adaptado de Koo et al. (31). La matriz de EPS
funciona como un andamiaje tridimensional que proporciona cohesién, adhesion a las superficies,
estabilidad mecanica y proteccion. Estd compuesta principalmente por agua, iones inorgéanicos y
moléculas organicas representadas en la figura como polisacaridos, ADN extracelular, proteinas
y adhesinas. En la figura se representa su organizacion e interacciones moleculares responsables
de la agregacion y cohesion intercelular. Se observan las proteinas transmembrana encargadas de
la secrecion de los polisacaridos y el ADN extracelular.
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1.3.5 Caracteristicas comunes del biofilm

Bacterias y hongos son capaces de formar biofilms con unas caracteristicas muy
similares:

1.

Adherencia: Los microorganismos pueden adherirse a casi todo tipo de
materiales artificiales (plasticos, metales, cerdmicas e hibridos) y superficies
bidticas (esmalte dental, hueso, piel, mucosas, tejido conectivo y endotelio
vascular), utilizando mecanismos de adhesion especificos (interacciones
adhesina bacteriana-receptor del huésped) y no especificos (fuerzas
hidréfobas o electrostaticas) (40).

Matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS): Aungue la
composicién quimica y fisica precisa de las EPS (polisacéridos, proteinas y
acidos nucleicos) varia entre especies y condiciones de crecimiento (tipo y
abundancia de nutrientes, hidrodinamica, temperatura y concentracion de
oxigeno), las EPS proporcionan un andamiaje para la estabilidad mecénica y
crea microambientes quimicos y fisicos compartimentados que brindan
proteccién a las células dentro de una estructura en tres dimensiones
heterogénea.

. Arquitectura: Hay un ndmero limitado de formas comunes de los biofilms

cultivados in vitro (parches planos, monticulos, hongos, torres, ondulaciones
y serpentinas) que no son especificas de la especie y dependen en gran medida
de la madurez del biofilm, de la produccidn de ciertos componentes de las EPS
y de las condiciones de crecimiento (41).

. Viscoelasticidad: Es la propiedad que permite al biofilm absorber y disipar

energia, en lugar de desprenderse, cuando se exponen a fuerzas mecéanicas
como el cizallamiento hidrodinamico. EI componente elastico permite que
recupere su forma durante las perturbaciones intermitentes, mientras que el
componente viscoso permite que fluyan de manera similar a los liquidos
cuando se le aplican fuerzas (42).

Heterogeneidad: Los biofilms son heterogéneos en distribucidn, estructura 3D
y fisiologia. Dentro del biofilm, se desarrollan microambientes (10—100 um)
que modulan la actividad microbiana, la sefializacion intercelular y el
intercambio metabdlico.

Ciclo vital: Las etapas de crecimiento son comunes entre patégenos. Muchas
especies tienen estructuras superficiales (cépsula, pili o flagelos) que son
importantes para la adhesion.

Sefales celulares: Coordinan el comportamiento de la poblacion, la actividad
metabolica, asi como la formacion y dispersion de los biofilms (43). La familia
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de acil-homoserina-lactonas es producida por muchas especies bacterianas
Gram-negativas, mientras que los organismos Gram-positivos usan mas
comunmente péptidos autoinductores (AIP).

8. Desarrollo de gradientes: En nutrientes, pH y oxigeno como consecuencia de
la actividad metabdlica y el transporte de moléculas de difusion limitada
dentro y fuera de la matriz.

9. Subpoblaciones latentes o de lento crecimiento: Estas incluyen las células
persisters, microorganismos en estado viable pero no cultivable (estado
VBNC) y variantes de colonias pequefias (SCV) que muestran tolerancia a los
antibidticos. El agotamiento de nutrientes en el interior del biofilm hace que
los microorganismos entren en la fase estacionaria del ciclo de crecimiento.

1.3.6 Resistencia y Tolerancia

Los microorganismos en el interior del biofilm presentan una resistencia y/o
tolerancia aumentada a los antibidticos y a otros agentes antimicrobianos como
desinfectantes y metales toxicos, asi como una mayor capacidad de supervivencia
a la deshidratacion respecto a su fase plancténica.

La resistencia a los antibiéticos tiene una base genética heredable subyacente que
puede adquirirse mediante mutacién puntual o transferencia horizontal de genes
y permanece incluso en las células planctdnicas.

En el biofilm la alta densidad celular, el aumento de la competencia genética y la
acumulacién de elementos genéticos maviles que se producen proporcionan una
situacion favorable para la transferencia horizontal de genes de resistencia (44).

La tolerancia a los antimicrobianos se observa cuando las cepas requieren
concentraciones mucho més altas para obtener reducciones logaritmicas similares
cuando crecen en el biofilm. La tolerancia se puede perder cuando del biofilm se
dispersan en células individuales, por lo que las estrategias de dispersion
normalmente se consideran adyuvantes para la terapia antimicrobiana (45,46).

La tolerancia puede surgir por:

1. El estado metabdlico menos activo de los microorganismos dentro del biofilm.
Al estar en fase estacionaria de crecimiento se impide la actuacién de los
agentes antimicrobianos que dependen del metabolismo celular para ejercer
su mecanismo de accién (47). Conforme madura el biofilm, un mayor nimero
de células ingresan en la fase estacionaria.
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2. El blogueo de la actividad de los antimicrobianos por parte de las moléculas
de las EPS mediante quelacion o degradacion enzimatica. Al disminuir la
concentracion efectiva de antimicrobianos a concentraciones subletales se
promueve la seleccion de células en el biofilm (48,49).

Los estados de latencia han sido reconocidos como medios de supervivencia para
las bacterias en el biofilm expuestas a los antimicrobianos (50,51).

Las tasas de crecimiento lento pueden conducir al estado viable pero no cultivable
0 estado VBNC (viable but non-culturable) o a otros estados de latencia
manteniéndose la actividad metabdlica y la integridad de la membrana celular
(52,53).

El estado de VBNC puede ser inducido por condiciones adversas, como estrés
ambiental o exposicién a antimicrobianos.

Otro estado de latencia son las células conocidas como persisters, que son
variantes transitorias fenotipicas dentro de una poblacion microbiana que
muestran inactividad metabdlica. No crecen ni mueren en presencia de
concentraciones letales de agentes antimicrobianos o en respuesta al estrés letal
gue hace que la mayoria de la poblacidn sea inviable (54,55).

Segln Ayrapetan et al. (56) las células VBNC y las persisters utilizan
mecanismos similares de latencia pero ocupan diferentes posiciones fisioldgicas
en el rango de latencia (hipétesis de latencia continua). Sin embargo, el trabajo
reciente de Kim et al. ha sugerido que las células VBNC y las persisters son, de
hecho, el mismo fenotipo latente (57).

1.3.7 Estrategias de prevencion y tratamiento
antibiofilm
Las estrategias para la prevencion y la erradicacion del biofilm pueden ir dirigidas

contra cada una de las etapas de su formacion: adherencia primaria, formacion
temprana del biofilm, maduracion del biofilm y fase de dispersion.
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1.3.7.1 Estrategias dirigidas a evitar la adherencia primaria

Actualmente, existen tres lineas de trabajo para evitar o minimizar la adherencia
del biofilm en materiales protésicos (58):

1.

32

Acabado o modificacion pasiva de superficie mediante recubrimientos
pasivos destinados a prevenir o reducir la adhesion bacteriana. Los avances en
la ingenieria de materiales y superficies han llevado al desarrollo de
topografias bien definidas que pueden controlar los patrones de superficie de
formacion del biofilm sin incluir agentes antimicrobianos (59). Las
modificaciones quimicas de la superficie se centran en la repulsion
inespecifica de proteinas para la inhibicion de la colonizacién bacteriana.
Existen recubrimientos antiadherentes mediante la modificacion superficial
con polimeros, copolimeros o proteinas; concretamente se han utilizado
polimeros hidrofilicos de polietilenglicol (PEG) en la prevencién de
formacion del biofilm en dispositivos médicos (60). También se ha observado
que las superficies hidrofilas y las cargas negativas son menos propensas a la
adhesién bacteriana en biofilms de S. aureus (61).

Modificacién activa de superficie mediante recubrimientos con agentes
bactericidas activos farmacologicamente. Existe una amplia gama de
recubrimientos antibacterianos utilizados en aplicaciones médicas que
incluye, entre otros, plata, cobre, didéxido de titanio y quitosano. La fase
cristalina del 6xido de titanio en la superficie de los biomateriales reduce la
unioén bacteriana sin efectos adversos sobre la biocompatibilidad (62). La plata
(Ag) hasido conocida a lo largo de la historia por sus efectos antimicrobianos
(63). Su probable mecanismo de accion reside en la formacion de especies
reactivas de oxigeno e iones biol6gicamente activos que dafian las paredes
bacterianas y se unen a los acidos nucleicos impidiendo su replicacion (64).
Una ventaja adicional del uso de Ag es su efecto bactericida sin la generacion
de resistencias (65). Desde hace afios, las nanoparticulas de plata (AgNP) se
han aplicado sobre superficies de implantes debido a su potencial actividad
antibiofilm, actividad antimicrobiana de amplio espectro y baja citotoxicidad
para las células humanas (63,66-68). Una ventaja de las superficies recubiertas
con AgNP es su capacidad de liberar Ag de manera controlada y continua en
los tejidos periprotésicos ademas de actuar en superficie. Asimismo, se ha
observado en estudios recientes que las AgNP aumentan la actividad
bactericida de los osteoclastos (69) y que a una concentracion de 100 nM
inhibe casi por completo (> 95%) la formacion de biofilm de S. epidermidis y
P. aeruginosa (70). Estudios recientes in vivo han demostrado la viabilidad y
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la eficacia de nanorecubrimientos multicapa que liberaron diferentes
combinaciones de antibiéticos (71) o la administracion secuencial de
gentamicina y un factor de crecimiento osteoinductivo (72) de manera
escalonada. Ambos estudios demostraron la capacidad de prevenir la
formacion del biofilm en la superficie del dispositivo, en relacion con los
controles no recubiertos, promoviendo la formacion de hueso vy
osteointegracion.

3. Recubrimientos antibacterianos locales, biodegradables o no, aplicados en el
momento del procedimiento quirdrgico. Ciertos polisacaridos bacterianos
pueden inhibir la formacién del biofilm (73). EI mas estudiado de ellos, el
acido hialuronico, aplicado durante la cirugia, reduce la adhesion de S. aureus
a las superficies de titanio y a las lentes intraoculares de polimetilmetacrilato
(74).

1.3.7.2 Estrategias dirigidas a las EPS de la matriz

Estas estrategias se pueden dirigir a la inhibicion de la produccién y secrecién de
EPS, al bloqueo de las adhesinas para la interrupcion de la union bacteriana al
huésped, a la degradacion de la estructura y la composicion quimica de las EPS
ya establecidas, al desarrollo de anticuerpos dirigidos a las EPS y a las proteinas
unidas al eADN. También se pueden usar peptidoglucano hidrolasas, codificadas
por fagos, para destruir el peptidoglicano de la pared bacteriana (Figura 4) (75).

Interrupcion de la produccion y secrecion de las EPS

El 3°,5’-diguanilato ciclico monofosfato (c-di-GMP) y la di-adenosina ciclica
monofosfato (c-di-AMP) controlan varias exoenzimas productoras de EPS,
polisacaridos y adhesinas; siendo, por tanto, candidatos potenciales para inhibir
o interrumpir la formacion de biofilm de las bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas (76). Aunque se han encontrado potenciales inhibidores, su eficacia
contra los biofilm precisa de una mayor validacion in vivo (77).

Bloqueo de las adhesinas

Se han desarrollado inhibidores de la produccién de adhesinas y anticuerpos o
péptidos de union a adhesinas para interrumpir la unién bacteriana a las
superficies del huésped. Los mandsidos que actian como inhibidores de la
adhesina bacteriana FimH de E.coli han demostrado eficacia en la prevencion y
el tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas productoras de biofilm in
vivo (78).
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Figura 4. Estrategias dirigidas a las EPS de la matriz y su dispersion. Adaptado de Koo et
al. (31). Los inhibidores de la produccion ( @) actdan disminuyendo los niveles de c-di-GMP y
c-di-AMP que controlan las exoenzimas productoras de polisacaridos y adhesinas. Los
inhibidores de la secrecion (@) actdan controlando las proteinas secretoras. El bloqueo de las
adhesinas mediante anticuerpos o la inhibicién de su produccion es otra estrategia en desarrollo.
La degradacion de la estructura y composiciéon del biofilm dirigida al eADN mediante las
ADNAasas ( ¥t ) y a los exopolisacaridos mediante dispersina B y glucosidasa ( A ) han
demostrado eficacia para alterar el biofilm. Los anticuerpos (A ) especificos contra epitopos de
las proteinas ADNIII y de polisacéaridos de la matriz han demostrado eficacia para alterar el
biofilm in vitro. El 6xido nitrico media en la dispersién del biofilm disminuyendo los niveles de

c-di-GMP. La terapia mediante las peptidoglicano hidrolasas (&) codificadas por fagos es otra
estrategia para destruir el peptidoglicano bacteriano.
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Degradacion de la estructura y su composicién

Son estrategias dirigidas directamente contra el eADN (ADNasas) y los
exopolisacéridos (dispersina B, glucosidasas).

Las glucosidasas se han utilizado para destruir el biofilm preexistente de P.
aeruginosa potenciando la muerte bacteriana mediada por neutrofilos (79).

Las ADNasas también han demostrado eficacia para alterar el biofilm (80). El
uso terapéeutico de la ADNasa | humana recombinante (dornasa alfa) degrada el
ADN derivado de neutréfilos y microorganismos en el esputo de pacientes con
fibrosis quistica, reduciendo asi su la viscosidad (81). Por tanto, la combinacion
de enzimas que degradan la matriz junto con agentes antimicrobianos podria
ayudar a eliminar las bacterias en el interior del biofilm de una manera méas
efectiva.

Anticuerpos dirigidos a las EPS y proteinas unidas a eADN

La utilidad de esta estrategia ha sido confirmada en varios estudios. En uno de
ellos, los anticuerpos monoclonales especificos contra epitopos del polisacarido
Psl de P. aeruginosa fueron capaces de aumentar la opsonizacion bacteriana e
inhibir su adherencia a las células epiteliales pulmonares in vitro, mostrando
proteccion profilactica en varios modelos animales de infeccion por P.
aeruginosa (82). En otro estudio, un modelo animal de infeccion urinaria, los
anticuerpos inducidos por la vacuna contra Enterococcus faecalis pilus tip
(EbpA) impidieron la unién bacteriana al fibrindgeno y la formacién el biofilm
(83).

Una vacuna multivalente dirigida frente a antigenos con expresién en biofilms de
S. aureus mostré una mayor eficacia en combinacién con antibidticos en
comparacion con el tratamiento antibi6tico solo en un modelo de infeccién de
osteomielitis en conejos (84).

Combinado con antibi6ticos, el uso de anticuerpos contra epitopos especificos de
las proteinas ADNBII, un componente integral del eADN, ha demostrado ser
altamente eficaz, tanto in vitro como en modelos animales, contra el biofilm
producido por diversas bacterias, incluidas bacterias orales y uropatégenas (E.
coli) y P. aeruginosa (85). De la misma manera, ha sido efectivo contra biofilms
de S. aureus meticilin-resistentes en ratones comparado con antibidticos
exclusivamente (86).
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1.3.7.3 Estrategias dirigidas a la induccion de la dispersion

La dispersion del biofilm es un proceso regulado que involucra la degradacion de
la matriz EPS. La dispersion hace que las bacterias vuelvan a su estado activo
similar a su fenotipo planctdnico, haciéndolas mas sensibles a los antibiéticos.

Estrategias dirigidas a las vias del c-di-GMP

Se ha demostrado que el 6xido nitrico (NO) , a bajas concentraciones, regula los
niveles de c-di-GMP e induce dispersion del biofilm de P. aeruginosa y otras
especies bacterianas (87,88). En un estudio clinico con un pequefio nimero de
pacientes con fibrosis quistica se observa que a dosis bajas de NO- gaseoso en el
rango picomolar a nanomolar se reduce el tamafio del agregado de biofilm de P.
aeruginosa en el esputo (89).

Sin embargo, el uso de NO' gaseoso o de donantes moleculares de NO- Presenta
desafios clinicos, debido a la citotoxicidad potencial de la exposicion sistémica,
la falta de especificidad en el tratamiento y a su elevado costo. Ademas, como el
NO- es labil, la concentracion 6ptima para dispersar el biofilm es dificil de medir.
Con el objetivo de reducir el costo y la toxicidad sistémica del NO' se han
desarrollado profarmacos de NO- donante asociado a cefalosporinas para
administrarlo al biofilm bacteriano. Estos profarmacos, disefiados para liberar
NO- después de la escision del anillo de 3-lactamico de la cefalosporina por las -
lactamasas bacterianas, han demostrado efectividad en la dispersion del biofilm
in vitro de P. aeruginosa (90).

Estrategias dirigidas al quorum sensing

El quorum sensing (QS) es un mecanismo de regulacion transcripcional que
permite a las poblaciones bacterianas responder colectivamente a estimulos
externos o al estrés, coordinando comportamientos grupales, como la
diferenciacion celular, la produccion de metabolitos especificos y la formacion
del biofilm (91-93). En tales sistemas, a medida que aumenta el nimero de
células bacterianas, la acumulacion de las moléculas de sefializacion bacteriana
aumenta hasta que se alcanza una concentracion umbral, donde ocurre la
transcripcion o represion génica. Las células producen pequefias moléculas que
denominadas autoinductores, que se acumulan en el medio extracelular. La mejor
caracterizada de estas redes de sefializacion involucra a las moléculas de
sefializaciébn de N-acyl homoserina lactonas en muchas bacterias Gram-
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negativas; mientras que las Gram-positivas usan mas cominmente péptidos
autoinductores (AIP).

Los inhibidores del quorum sensing se han evaluado ampliamente para valorar
su eficacia en el biofilm bacteriano utilizando modelos in vitro e in vivo (94-97).
Se ha demostrado que la inhibicién de QS por inhibidores exégenos controla la
formacion del biofilm y se ha propuesto su modulacién para controlar la
virulencia e infeccion bacteriana (98).

1.3.8 Nuevos abordajes tecnologicos

Los nuevos avances tecnolégicos evaluados contra el biofilm (31) van dirigidos
principalmente a:

1. La modificacién del material y de la superficie de los dispositivos médicos,
como la carga superficial, la hidrofobicidad, la rugosidad, la topografia y la
quimica para evitar la unién bacteriana y asi atenuar o bloquear la formacion
del biofilm.

2. La construccion de superficies de respuesta ‘inteligentes’ o activadas por
estimulos que provocan su efecto en respuesta al contacto con adhesinas de la
pared celular, la membrana, sefiales quimicas bacterianas (EPS y metabolitos)
0 desencadenantes externos (como fotoactivacion o pH).

3. El desarrollo de nanoparticulas metalicas inorganicas (plata, cobre, 6xido de
hierro y oro) y organicas (liposomas, aptameros y polimeros) para mejorar su
biocompatibilidad, eficacia antibiofilm y efectos toxicos sobre el huésped. Las
nanoparticulas pueden usarse para formar nano recubrimientos combinados
con antimicrobianos convencionales.

4. Nuevas tecnologias para la eliminacion fisica del biofilm, incluyendo el
cizallamiento por estrés mecanico (jets) (99), la terapia fotodindmica y
fototérmica (100), ondas de presién y campos eléctricos (101) y el plasma no
térmico a presion atmosférica o plasma frio que es el objeto de estudio de esta
tesis.

Dada la dificultad de la erradicacién del biofilm podria ser necesaria una
combinacion de estrategias antibiofilm para combatir con éxito la enfermedad
mediada por el biofilm, pudiendo el plasma frio a presion atmosférica ser un buen
candidato para la erradicacion del biofilm en multitud de situaciones clinicas.
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1.4 El plasma

1.4.1 ¢ Qué es el plasma?

El plasma se considera como el cuarto estado de agregacion de la materia, tras
los solidos, liquidos y gases representando mas del 99% de la materia del
universo. Se produce al ionizar total o parcialmente un gas; aunque se puede
utilizar cualquier fuente de energia para su generacion (mecanica, térmica,
quimica, eléctrica, Optica, radiacion electromagnética ionizante o0 una
combinacion de éstas), las mas utilizadas son los campos eléctricos o
electromagnéticos (102).

El estado de plasma se alcanza cuando buena parte de las particulas que
componen el gas alcanzan tanta energia como para que sea posible su ionizacion
liberando una alta densidad de electrones. Los electrones producidos y sus
colisiones posteriores con los &tomos y moléculas del gas generan las especies
reactivas que interaccionaran con el entorno (103).

Cuando un electrdn colisiona con un atomo o molécula puede ocurrir una amplia
gama de procesos fisicos tales como ionizacion, disociacién, ionizacién
disociativa, captura electrénica disociativa, ionizacion por captura electronica y
excitaciones atomicas o moleculares. Las especies formadas en dichos procesos
se convierten en los reactivos de la quimica del plasma.

Por lo tanto, el plasma esta compuesto por electrones, iones positivos y negativos,
radicales libres altamente reactivos, moléculas y atomos del gas en estado
fundamental y excitado (metaestables), asi como fotones de luz ultravioleta y
visible generados por el retorno de los estados excitados electronicamente,
atdmicos y moleculares, a su estado fundamental (Figura 5).

El plasma puede existir en un rango extremadamente amplio de temperatura y
presion.
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Figura 5. Especies reactivas del plasma.

1.4.2 Clasificacion del plasma

Una de las clasificaciones mas habituales es la clasificacion de Nehra (104). Se
pueden distinguir dos grupos principales: los plasmas a alta temperatura o
temperatura de fusién y los plasmas a baja temperatura (Figura 6).

1.4.2.1 Plasmas a alta temperatura o temperatura de fusion

La alta temperatura implica que todas las especies (electrones, iones y especies
neutras) se encuentran en un estado de equilibrio térmico. El plasma de fusion
laser es un ejemplo. La temperatura de los electrones T, es igual a la temperatura
de los iones T; y la temperatura de las particulas neutras del gas Tj.

. , - 20
LaT, =Ty = Ty = 10 — 108K y la densidad electronica (n,) es > 10 /m3.

1.4.2.2 Plasmas a baja temperatura

Los plasmas de baja temperatura se pueden clasificar, segin los niveles
energéticos relativos de los electrones y particulas pesadas (iones y neutras), en
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plasma térmico o TP (thermal plasma) también llamado plasma de cuasi-
equilibrio, que se encuentra en un estado de equilibrio térmico local o LTE (local
thermal equilibrium), y plasma no térmico o NTP (hon thermal plasma), también
Ilamado plasma de no equilibrio o plasma frio.

Plasma térmico (TP) o de cuasi-equilibrio

En el TP, la alta temperatura implica que todas las especies quimicas
(Te ~T;, ~ Tg) se encuentran en estado de equilibrio termodindmico o de cuasi-
equilibrio.

. L, . 20
LaT, = T; = T, < 2x10*K y la densidad electronica es n, > 10 /m3'

Ejemplos de estos plasmas son los de arco de plasma, las antorchas de plasma y
las descargas acopladas inductivamente a radiofrecuencia (RF).

Estas fuentes producen un alto flujo de calor y se utilizan principalmente en areas
como el procesamiento de materiales y el tratamiento de materiales de desecho,
reduciendo la contaminacion ambiental.

Plasma no térmico (NTP), plasma de no equilibrio o plasma frio

En el plasma frio, el enfriamiento de los iones y de las moléculas sin carga es mas
efectivo que la transferencia de energia de los electrones en las colisiones, por lo
gue no se alcanza el equilibrio térmico y el gas permanece a temperatura ambiente

(T, >>T; = Tg) (105). Casi toda la energia permanece en los electrones y por
lo tanto casi toda la temperatura.

La T, » T; = T, < 300 ...... 103K y la densidad electrénica (n, ~ 107/ ).

Debido a que en el NTP la T, permanece a baja temperatura ofrece la posibilidad

de utilizarlo en tejidos bioldgicos y en el tratamiento de materiales sensibles al
calor. EI NTP es capaz de destruir, a temperatura ambiente, microorganismos con
un dafio al entorno minimo o nulo por calor.
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1.4.3 Clasificacion del plasma no térmico o plasma
frio

Los NTPs se pueden generar en cdmaras de vacio denomindndose plasmas de
baja presién o LPP ( low pressure plasma) o a presion atmosférica denominados
plasmas a presidn atmosférica o APP (atmospheric pressure plasma).

En los plasmas a baja presion (102 a 10 kPa), la frecuencia de las colisiones de
los electrones es baja por lo que no se produce el calentamiento de las particulas
pesadas. El plasma no esté en equilibrio térmico local (LTE) lo que significa que
la temperatura de las particulas pesadas (iones y neutras) es mas baja que la de
los electrones. Las colisiones inelasticas! entre los electrones y las particulas
pesadas producen excitaciones o ionizaciones.

Cuando la presion aumenta, las colisiones elasticas? e inelésticas de los electrones
se intensifican. El aumento de las colisiones de los electrones producira el
calentamiento de las particulas pesadas reduciéndose la diferencia de temperatura
entre éstas y los electrones. En esta situacion el estado del plasma se acerca al
estado de LTE (106). Por lo tanto, la potencia de la fuente de alimentacion influye
mucho en el estado del plasma (LTE o no). En general, una potencia alta induce
plasma en LTE (por ejemplo, plasmas de arco) mientras que una potencia baja o
una potencia pulsada de la fuente de alimentacion produce un plasma que no esta
en LTE. En este Gltimo caso, la corta duracion del pulso evita que se establezca
el estado de equilibrio.

1.4.3.1 Plasma a baja presién

Los plasmas de descarga luminiscente de baja presion son de gran interés en la
investigacion basica, asi como en la industria microelectrénica y la tecnologia de
materiales. Estos plasmas se producen en reactores de vacio que los hacen muy
costosos. Ademas, la densidad de particulas activadas es relativamente baja.

! Colisiones inelasticas: Cuando la energia de los electrones es lo suficientemente alta, las colisiones
modifican la estructura electronica de las especies neutras generandose especies excitadas o iones.

2 Colisiones elasticas: Al chocar el electrén incidente se produce una desviacion de su trayectoria
sin producir ninguna alteracion de la estructura electrénica de las particulas pesadas.
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Estos plasmas se producen en el interior de camaras especiales de vacio a una
presion de 102 a 10* kPa (10 a 103 mbar) que los hacen muy costosos. Ademas,
la densidad de particulas activadas es relativamente baja (106).

1.4.3.2 Plasma a presion atmosférica

Los equipos que producen este plasma trabajan a presion atmosférica lo que
simplifica enormemente el equipo y abarata tanto los costes de produccién como
de mantenimiento, ademas de permitir trabajar con material especialmente
sensible y con tejidos vivos “in situ”.

Plasmas a alta
temperatura

| (Plasma en equilibrio) [ Plasma térmico (TP)
PLASMAS | (quasi-equilibrio)

Plasmas a baja
temperatura

Plasma a baja
presion (LPP)

Plasma a presion
atmosférica (APP)

Plasma no
térmico
(NTP)

Figura 6. Clasificacion del plasma.

1.4.4 Bases de la generacion del plasma frio a presion
atmosférica

A diferencia de los materiales conductores, los aislantes tienen electrones
fuertemente ligados a sus atomos impidiendo el flujo de electrones libres. La
fuerza que mantiene estos electrones en su lugar no es infinita y con suficiente
voltaje éstos pueden ganar suficiente energia para ser arrancados convirtiéndose
asi el aislante en conductor. El voltaje umbral al que ocurre esto se conoce como
voltaje de ruptura® o resistencia dieléctrica.

Aunque el aire es normalmente un excelente aislante eléctrico, si se somete a un
voltaje de 30 kV entre dos electrodos separados por 1 cm (campo eléctrico de 30

3 Voltaje de ruptura: voltaje necesario para empezar una descarga eléctrica o generar un arco
eléctrico en un gas entre dos electrodos.
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kV /cm), los &tomos y moléculas del aire comienzan a ionizarse, produciendo su
ruptura dieléctrica haciéndolo parcialmente conductivo. Si el voltaje es
suficientemente alto, la ruptura producira una chispa o un arco eléctrico
conectando ambos electrodos. Por tanto, es posible crear, bajo ciertas
condiciones, una descarga uniforme de tipo luminiscente sin produccion de arco
eléctrico que genere el plasma frio a presion atmosférica.

Cuando se aplica energia (eléctrica o electromagnética) a un gas, los electrones
adquieren mas energia que los iones debido a la diferencia de masas entre ellos.
Si esa energia se aplica a un gas a baja presion, donde la frecuencia de colision
de los electrones es baja, sus energias permaneceran altas en comparacion con las
energias de los iones (y las energias de las particulas de gas), esto representa el
no equilibrio en el plasma.

Por el contrario, en los generados a altas presiones, con frecuencias de colisiones
mas altas se generan plasmas en equilibrio térmico o plasmas calientes.

A presiones atmosféricas y mas altas, la forma mas factible de crear plasmas de
no equilibrio térmico es “bombeando” la energia selectivamente a los electrones.

1.4.4.1 Generacion de plasma entre electrodos. Curvas de
Paschen

Las condiciones del voltaje de ruptura a diferentes presiones en los gases fueron
estudiadas por primera vez por Paschen (107). Las curvas de Paschen describen
del voltaje de ruptura (V},) en funcién del producto de la distancia (d) de los
electrodos y de la presion (p) del gas. V,, = f(pd).

Para un gas dado, el voltaje de ruptura es funcion del producto p-d.
Su ecuacion (Ley de Paschen) es:

Bpd

[in¢apad) = 1n [1n (SE2)]]

Vb=

Vb: Voltaje de ruptura en Voltios
p: Presion del gas en pascales

d: Distancia de separacién en metros
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¥se: Coeficiente de emision de electrones secundario®.

Ay B son constantes que dependen del tipo de gas. Para el aire a temperatura ambiente A=
15/Cm torr-B=365 Y/ torr Y Vse = 1072 con electrodos de cobre.

Paschen estudio el voltaje de ruptura de varios gases entre placas metalicas
paralelas a medida que variaba la presion del gas y la distancia de separacion de
las placas (gap).

Si tenemos en cuenta que a mayor presidn del gas mayor frecuencia de colisiones,
pero menor recorrido medio libre>se puede afirmar que:

1. Siladistancia entre los electrodos es constante a mayor presion ejercida sobre
el gas, mayor frecuencia de colisiones, menor recorrido medio libre y mayor
el voltaje de ruptura.

2. Si ladistancia entre los electrodos es constante a menor presion ejercida sobre
el gas, menor frecuencia de colisiones, mayor recorrido medio libre y menor
el voltaje de ruptura. A presiones muy bajas el recorrido medio libre de los
electrones serd mayor que el gap entre los electrodos, disminuyendo las
colisiones por lo que el voltaje de ruptura aumentara.

3. Si la presion es constante, a distancias muy pequefias entre los electrodos el
recorrido medio libre de los electrones para producir ionizaciones sera mayor
gue la distancia entre dichos electrodos disminuyendo las colisiones y
aumentando el voltaje de ruptura.

4. Si la presion es constante, a distancias grandes de los electrodos se precisara
de un gran voltaje de ruptura para puentear la distancia entre electrodos.

Teniendo en cuenta la ley de Paschen es mas facil generar plasma frio a bajas
presiones que a presion atmosférica con temperaturas de gas cercanas a la
temperatura ambiente para un mismo gap.

A presion atmosférica, una descarga eléctrica en gas requiere un campo eléctrico
maés alto para iniciar su ruptura. En el caso de un gap amplio entre electrodos, el
voltaje de ruptura es ain mayor. Debido a los altos voltajes de ruptura, la descarga
eléctrica en el gas se convierte facilmente en una chispa o arco eléctrico por lo

4 Coeficiente de emision de electrones secundario: Nimero de ionizaciones por colisién causadas
por los iones positivos generados en colisiones inelasticas.

5 Recorrido medio libre: Distancia promedio recorrida por una particula en movimiento (como un
atomo, una molécula, un fotdn) entre colisiones sucesivas. Cuanto mayor es su valor mayor energia
tiene la particula antes de colisionar con otra.
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que es necesario utilizar una configuracion especial de los electrodos y
seleccionar una fuente de energia y gas de operacion adecuados.

Conseguir una descarga luminiscente homogénea a presion atmosférica es un
desafio ya que la norma es la formacién de streamers o descargas filamentosas
transitorias. Los streamers son regiones ionizadas, conductoras de la electricidad
cerca del electrodo en forma de dedo que crece rapidamente en la direccion del
campo eléctrico (Figura 7) (108).

streamer Arco eléctrico

Figura 7. Diferencia entre streamer y arco eléctrico.

A presion atmosférica, los streamers tienden a evolucionar a chispa o arco
eléctrico, en particular cuando la densidad de corriente es alta, lo que conduce al
calentamiento del gas. Por lo tanto, es necesario evitar la transicion de streamer
a chispa eléctrica, ya sea limitando la densidad de corriente o controlando el
tiempo de desarrollo del mismo.

Las principales formas de producir plasma frio a presion atmosférica son
(108,109):

1. Aumentar la intensidad del campo eléctrico local mediante el uso de
electrodos afilados para disminuir el voltaje de ruptura y estabilizar una
descarga uniforme sobre la superficie del electrodo, como en las descargas de
corona.

2. Limitar la corriente de descarga al introducir barreras dieléctricas o resistivas.

3. Prevenir el alcance del equilibrio térmico mediante el uso de una fuente de
alimentacion pulsada.
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4. Mejorar la transferencia de calor por conveccion forzada a través de un alto
flujo de gas, utilizando un gas con gran conductividad térmica como el helio.
5. Utilizar de campos eléctricos de corriente alterna (AC) de alta frecuencia
como los iniciados por ondas de radio frecuencia (1 MHz a 1 GHz) o los
plasmas de descargas de microondas cuyas frecuencias son mayores de 1 GHz.

Las propiedades de los plasmas, como la densidad de las particulas cargadas y
sus energias, dependen de la potencia, el tipo de potencia (Corriente alterna AC,
Corriente continua (DC), modo pulsada, frecuencia, etc.) y tipo de gas.

1.4.4.2 Descarga pulsada de alto voltaje

Como ya se hamencionado, una forma de evitar la transicion de streamer a chispa
eléctrica es la utilizacion de fuentes de alimentacion o voltaje pulsados (109).

Estos generadores de energia pueden proporcionar parametros de pulso flexibles,
como son la amplitud del voltaje, el tiempo de subida, la duracién, la tasa de
repeticion (frecuencia) y la polaridad del pulso (110,111).

Los parametros tipicos del voltaje pulsado son 100-500 ns de duracién de pulso
(anchura a media altura), 10-100 ns de tiempo de aumento del pulso y frecuencias
de hasta decenas de kHz. De esta manera se permite la aplicacion de amplitudes
de voltaje mas altas para aportar energia a los electrones, logrando un estado de
no equilibrio térmico local muy alto. Debido a que la energia aportada por pulso
es muy pequefia, este modo de trabajo es mas seguro que las descargas
convencionales de alto voltaje de DC o las descargas de alto voltaje de baja
frecuencia de AC. La mayoria de las configuraciones de descarga pueden ser
impulsadas por voltajes pulsados de nanosegundos. El pulso de alto voltaje de
nanosegundos y de alta frecuencia permite la creacion de un plasma mas uniforme
en una gama mas amplia de condiciones (112,113).

Los plasmas generados por descargas de barrera dieléctrica (DBD) con pulsos de
duracion del orden del nanosegundo han mostrado ventajas sobre los AC-DBD
mejorando el aporte de energia, la densidad y la temperatura electrénicas (109).

1.4.5 Fuentes de plasma frio

Los principales tipos de descarga para generar plasma frio a presion atmosférica
son: descarga de corona, descarga de barrera dieléctrica o DBD (dielectric barrier
discharge), plasma de descarga luminiscente uniforme a una atmdsfera o
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OAUGDP (one atmosphere uniform glow discharge plasma), jets de plasma a
presion atmosférica o APPJ (atmospheric pressure plasma jet) y los de descarga
de catodo de microagujero o MHCD (microhollow cathode discharge).

Aunque en esta tesis se utiliza un generador de plasma tipo de DBD de
microsuperficie 0 SMD (superficie de micro descarga), por sus aplicaciones
ambientales, bioldgicas y frecuencia de uso en el campo biomédico para la
inactivacion de bacterias, se describen los dispositivos de DBD y el jet de plasma.

1.4.5.1 Descarga de barrera dieléctrica (DBD)

En este dispositivo la descarga esta bloqueada por una capa de barrera dieléctrica
que cubre uno, dos electrodos o esta suspendida entre ambos.

En la Figura 8 se observa la relacion entre los electrodos y el dieléctrico.

I tlectrodo Dieléctrico

Figura 8. Disposicion planar de los electrodos. Adaptado de Nehra et al. (104). Dieléctrico
cubriendo uno, dos electrodos o suspendido entre ambos.

En la Figura 9 se muestra la distribucion coaxial de los electrodos y su relacion
con el dieléctrico.

Alto voltaje A .
Alto voitaje Alto voltaje

Dieléctrico Dieléctrico s
Dieléctrico

AC

\

Tierra

Tierra

Figura 9. Disposicion coaxial. Adaptado de Nehra et al. (104). En esta distribucién el
dieléctrico se encuentra entre dos electrodos circulares.
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En la distribucion planar y coplanar la descarga se produce en un volumen de gas.

En la Figura 10 se muestran disefios que utilizan descargas de superficie y
coplanares.

ACC"

0

)

Descarga de superficie Descarga coplanar
Figura 10. Disposicion de superficie y coplanar. Adaptado de Nehra et al. (104)

Los dispositivos de descarga de superficie tienen un electrodo delgado y largo
cubierto por una superficie dieléctrica en toda su longitud extendiéndose hasta el
otro electrodo. En esta configuracion, el espacio de descarga no esta
perfectamente definido por lo que la descarga se propaga a lo largo de la
superficie del dieléctrico (104).

La disposicion coplanar es una combinacién de la configuracion de descarga 'y de
volumen, como los utilizados en pantallas de plasma de televisidon. El dispositivo
de descarga coplanar se caracteriza por pares de electrodos paralelos con
polaridad opuesta, que estan incrustados dentro de una masa dieléctrica cerca de
una superficie.

Las DBDs son un enfoque sencillo y seguro para producir una descarga de
equilibrio no térmica a presién atmosférica. El disefio impide la formacion de la
chispa o el arco eléctrico limitando, por el uso del dieléctrico, la corriente de
descarga. Las DBDs a presion atmosférica son generalmente filamentosas que
surgen de diferentes lugares de la superficie del dieléctrico (streamers). Cada
streamer representa una microdescarga en el gap moviéndose erraticamente
(114).

La manera de generar un plasma de descarga luminiscente uniforme a una
atmosfera (OAUGDP), basado en la DBD fue propuesta por Roth et al. (115). El
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OAUGDP es impulsado por una fuente de energia de radiofrecuencia (RF) y
puede funcionar en el aire.

Los materiales comunmente utilizados como dieléctrico son el vidrio, cuarzo,
ceramica y capas de polimero. Estos materiales determinan la estabilidad de la
descarga y la mayoria de sus parametros. Los DBDs pueden operar bajo una
amplia gama de presiones de gas (normalmente 10* — 10° pascales). Se puede
utilizar AC con una banda de frecuencia amplia (50 Hz — 1 MHz) y también un
voltaje pulsado. La DC se puede emplear en algunas configuraciones con disefio
especial del material dieléctrico. La distancia de separacion tipica en DBD varia
de 0,1 mm a varios centimetros.

La produccién ANTP mediante los dispositivos de descarga de barrera dieléctrica
tienen muchas ventajas al ser estables, fiables y econémicos. Estas ventajas han
dado lugar a una serie de aplicaciones que incluyen la generacion de ozono
industrial, la modificacion de la superficie de polimeros, la deposicién de vapor
guimico por plasma, el control de la contaminacion, la excitacion de los laseres
de CO, y los paneles planos de plasma de gran superficie. En la medicina de
plasma y los alimentos, se utiliza plasma DBD muy homogéneo para tratar la
materia biolégica.

El generador de plasma utilizado en esta tesis es un tipo de DBD de
microsuperficie o0 SMD (superficie de micro descarga). La cAmara generadora de
plasma a presion atmosférica (APPC-NTP) dispone de dos DBDs tipo SMD
situados en el interior de la cAmara, uno en la parte superior y otro en la parte
inferior.

1.4.5.2 Chorro de plasma a presion atmosférica (APPJ)

Inicialmente los APPJ desarrollados por Jeong y Park (116,117), consistian en
dos electrodos concéntricos a través de los cuales hicieron fluir una mezcla de
helio, oxigeno u otros gases. En esta configuracion, el electrodo interno lo
acoplaron a una fuente de alimentacion de radio frecuencia de 13,56 MHz y a un
voltaje entre 100 y 250 V, el electrodo externo lo acoplaron a tierra. Al aplicar la
alimentacion de RF, comienza la descarga y actua sobre el gas inyectado, el cual
fluye entre el electrodo cilindrico externo conectado a tierra y el electrodo central
produciendo una corriente de gran velocidad de efluente de especies quimicas
altamente reactivas (104). En la revision de Winter et al. se ofrece una vision
general de los dispositivos APPJ desde 2012 (118). En la Figura 11 se representa
un esquema de un jet de plasma con una configuracidn de electrodos concéntricos
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entre los cuales fluye el gas exponiendo los microorganismos a las especies
reactivas del plasma.

Electrodo 1
D
QR
SO
N
Electrodo 1 "
]
- £
‘ Regién de plasma Fuente de alto voltaje §°
G
Flujo de gas [ Dieléctrico 2
—_— ] 8 g

Figura 11. Jet de plasma. Configuracion con dieléctrico y electrodos concéntricos.

En los Gltimos afios, el interés en los jets de plasma se ha desplazado hacia los
jets de plasma no térmicos a presion atmosférica o APNTPJ (atmospheric
pressure non thermal plasma jet) (116). Los APNTPJ permiten tratar blancos
alejados de la fuente de generacion del plasma lanzando las especies reactivas a
un entorno distante donde el campo eléctrico puede ser muy bajo (119). Se han
aplicado ampliamente en el campo biomédico, para la inactivacién de bacterias,
la curacién de heridas y el tratamiento del cancer (120-122).

El campo eléctrico puede ser paralelo al flujo de gas o perpendicular a éste y la
mayoria trabajan con gases nobles mezclados con un pequefio porcentaje de gases
reactivos, como el 0, o el aire.

El tamafio del jet puede ser muy flexible. EI tamafio radial del chorro de plasma
se puede reducir a rangos de micrémetro lo que permite estudiar la interaccion
del chorro de plasma con unas pocas células bioldgicas, o incluso una sola célula.
Para aplicaciones que requieren un area grande o tratamiento a gran escala, el jet
se puede mover a lo largo de la superficie del objeto o funcionar en modo de
matriz.
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1.4.6 Quimica basica del plasma

Aunque la atmésfera que nos rodea se compone casi por completo de atomos y
moléculas neutras, siempre hay una pequefia densidad de iones y electrones libres
presentes. Esta ionizacion se debe principalmente a los rayos cdsmicos, que
producen una densidad de particulas cargadas de, aproximadamente 10%m? al
nivel del mar (123).

Con caracter general, cuando se aplica un campo eléctrico en un gas, los
electrones libres experimentan una fuerza y se aceleran. EI movimiento a lo largo
de la direccién del campo es interrumpido ocasionalmente por colisiones con las
moléculas del gas neutro generando electrones por ionizacion que a su vez
colisionaran produciendo una alta densidad electrénica (n,-10* — 10 cm™3).
El recorrido medio libre del electrén o distancia entre dos colisiones en un plasma
a presion atmosférica es de 500 nm, lo que significa que sufre numerosas
colisiones cuando viaja entre la separacion tipica de 1 mm entre los electrodos de
un DBD. Estas colisiones pueden cambiar la direccion y la energia de los
electrones, pero debido a la disparidad de masa entre éstos y las particulas
pesadas, practicamente no hay transferencia de energia en las colisiones, por lo
que las particulas pesadas permaneceran cerca de la temperatura ambiente si la
fuente de generacidn de plasma es la adecuada.

En las colisiones de los electrones con un atomo o molécula se generan las
especies reactivas del plasma en una amplia gama de procesos fisicos que
incluyen:

Disociacién: e~ + AB - A+ B

lonizacién: e~ + M —» M* + 2e~

lonizacion disociativa: e~ + AB » At + B + 2e~

Captura electronica: e + M - M~

Captura electrdnica disociativa: e~ + AB - A~ + B

Excitacion: e~ + M —» M* + e~ (excitacién electronica en el
caso de atomos y excitacion rotacional y vibracion en el caso de
moléculas).

IR A
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Las especies reactivas generadas son moléculas y dtomos del gas en estado
excitado (metaestables®) (124), iones positivos y negativos y radicales libres
altamente reactivos formadas tras la colision de los electrones (125,126). A su
vez estas especies reactivas colisionaran secundariamente dando lugar a nuevas
especies y a tasas de reaccion elevadas impulsando la quimica del plasma.

En fase gaseosa las principales especies reactivas primarias formadas son los
radicales hidroxilos (OH), radicales de mondxido de nitrégeno (NO'), radical
dioxido de nitrogeno (NO), radical anion superdxido (O3 °), el oxigeno atdmico
singlete (O('D), O(*S)), el oxigeno molecular singlete (144, *¥5), el nitrégeno
atémico excitado y el nitrégeno molecular excitado N, (A*>¥}). Estas especies
tienen una vida relativamente corta siendo su concentracion dentro de la regién
de descarga muy alta.

Las colisiones secundarias de estas especies reactivas generan especies reactivas
secundarias de larga vida como el perdxido de hidrégeno (H,0,) , nitritos
(NO3), nitratos (NO3) y ozono (03).

En el caso de la activacion mediante plasma de una solucién liquida como el
medio activado por plasma o PAM (plasma activated media) o el agua activada
por plasma o PAW (plasma activated water), las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno que se generan principalmente cerca de la interfaz gas-liquido se
disuelven en el medio liquido. La disolucion desencadena reacciones quimicas
dindmicas y forma una serie de especies reactivas acuosas, algunas de las cuales
son especies reactivas transitorias de corta duracion. Si bien el efecto bioldgico
total asociado con el PAM puede ser el resultado de una diversidad de especies
de vida cortay larga, se ha establecido bien en el campo de la medicina del plasma
que el peréxido de hidrégeno (H,0,), nitritos (NO3), nitratos (NO3) vy
peroxinitritos (ONOO™) se detectan como especies estables de larga vida jugando
un importante papel bioldgico.

6 Especies metaestables: La mayorfa de las especies excitadas tienen una vida muy corta y cuando
el electrdn retorna de nuevo a su estado estable o de menor energia emite un foton. Las "especies
metaestables" también son estados excitados, pero con una larga vida Gtil porque su retorno a su
estado estable o de menor energia por emision de radiacion se ve obstaculizada ya que no hay
transiciones permitidas que partan del estado respectivo: El retorno al estado estable o de menor
energia solo puede tener lugar mediante transferencias de energia a través de colisiones. Son
especies metaestables el 0,(*4,), O (‘D) (singlete D) y especies excitadas del nitrogeno

atémico (N) y molecular N, (4% %1).
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En la Tabla 1 se detallan las especies reactivas del oxigeno o ROS (reactive
oxygen species) Y las especies reactivas de nitrogeno o RNS (reactive nitrogen
species).

Tabla 1
Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno (ROS) Especies reactivas del Nitrogeno (RNS)

Oxigeno atomico singlete (O(*D), O(1S)) Nitrogeno atdmico excitado

Oxigeno molecular singlete (14,4, * ¥5) Nitrégeno molecular excitado N, (4° %)
Anion superdxido (03 ) Monoxido de nitrégeno (NO)

Radical hidroxilo (OH") Didxido de nitrogeno (NO3)

Ozono (05) Nitritos (NO3)

Perdxido de hidrégeno (H,0,) Nitratos (NO3)

Peroxinitritos (ONOO™)

Nota. En la colision electronica se producen estados excitados atdmicos y moleculares. El oxigeno
atomico en su estado fundamental tiene dos electrones desapareados (biradical) y se denomina
como 3p (triplete p) al tener una multiplicidad de 3 segtn la primera regla de Hund. Los estados
excitados con multiplicidad de Hund de 1 (singletes) se denominan O(D) (singlete D) y O (S)
(singlete S). El primer estado de excitacion se corresponde con O(!D) y el segundo con O (1S). El
oxigeno molecular singlete es el nombre comun de un estado de oxigeno molecular excitado
electronicamente que es menos estable que el oxigeno molecular en estado fundamental (oxigeno
triplete). Los dos estados metaestables derivados de la configuracion del estado fundamental se
representan como (*4,) y ¢ 2.g)- El estado excitado de nitrégeno molecular N, (43 i) es una
especie que contiene energia capaz de disociar moléculas en el gas, en muchos casos, comparable
0 mas importante que la disociacion inducida por electrones.

Un ejemplo de interaccion de las especies reactivas con los microorganismos es
la oxidacion que produce el radical hidroxilo (OH-) extrayendo un atomo de
hidrégeno de una gama de compuestos organicos (RH) para generar radicales
adicionales, R".

OH + RH - R’ + H,0

Son numerosas las reacciones quimicas producidas en la creacion y destruccion
de las especies reactivas del nitrégeno y oxigeno o RONS (reactive nitrogen and
oxygen species) en el plasma no térmico. En la Anexo 1 se exponen las principales
reacciones quimicas de formacion de las principales especies reactivas.
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1.4.7 Plasma directo y plasma indirecto

1.4.7.1 Plasma directo

En el plasma directo la exposicion de la muestra tiene lugar entre los dos
electrodos o cuando el sustrato actla como un electrodo participando en la
creacion de la descarga de plasma (127). La muestra estara expuesta a las especies
reactivas del plasma, particulas cargadas, campo eléctrico y rayos UV (128-130).

La contribucion de la radiacion electromagnética UV en la inactivacion
bacteriana es escasa, a diferencia de la producida por un campo eléctrico elevado.
En los dispositivos médicos, el efecto bioeléctrico (aumento de la eficacia de los
antimicrobianos por el campo eléctrico) estad bien establecido (131). Se ha
demostrado que los campos eléctricos intensos pulsados en nanosegundos alteran
la fisiologia de las células de mamiferos y bacterias (132). Stoodley et al. han
demostrado que la contraccion y expansion del biofilm que se produce bajo la
influencia de campos eléctricos (voltaje aplicado con polaridad oscilante)
aumenta la susceptibilidad del biofilm a los antibi6ticos (133). También se ha
descrito el papel de las particulas cargadas en la inactivacion de la exposicién
directa de las bacterias, por lo que la acumulacion de carga en la membrana
bacteriana y la fuerza electrostatica resultante supera la resistencia a la traccién
de la membrana, lo que lleva a la ruptura (134,135).

I Electrodo |

I Dieléctrico |

| Dieléctrico I

I Electrodo |

Figura 12. Exposicion de la muestra al plasma directo.
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El efecto combinado de los rayos UV, los campos eléctricos y las particulas
cargadas puede ser sinérgico en la inactivacion de los microorganismos durante
las exposiciones directas al plasma (136).

1.4.7.2 Plasma indirecto

En la exposicién indirecta (Figura 13), la muestra esta fuera del area de descarga
del plasma (127). Las RONS generadas se
transfieren a la matriz hidratada del biofilm
(137). La composicion precisa de las RONS que
se difunden en el interior del biofilm dependera
de la interaccion con los componentes de las
| | EPS, los solutos disueltos en la matriz hidratada,

S/

IH las alteraciones en el pH y la concentracion de

O dentro del biofilm. Son factores importantes

para la generacion del plasma la configuracion

> de la fuente, el tipo de gas y la naturaleza del

D§©®§D%D liquido o interfase con el que interacciona. Son

Figura 13. Exposicién aplasma  ejemplos de exposicion indirecta los jets de

indirecto. plasma y las fuentes de DBD. En esta tesis se
utiliz6 plasma indirecto mediante DBD de microsuperficie 0 SMD.

1.4.8 Soluciones activadas por plasma

Los medios activados por plasma o PAM vy el agua activada por plasma o PAW
son soluciones bioldgicas expuestas al plasma de forma directa o indirecta. La
solucion tratada se enriguece con una variedad de RONS de larga vida (de horas
a dias), dandole una gran versatilidad ya que posteriormente se pueden utilizar
para tratamiento de objetivos biolégicos donde no es posible la generacién de
plasma, como en pequefios 6rganos y cavidades que son dificiles de alcanzar
(138,139).

Actualmente, la generacion de PAM estd emergiendo como una nueva
herramienta en la medicina del plasma. Los PAM han mostrado resultados
prometedores en la esterilizacion de tejidos vivos, la coagulacion de la sangre, la
destruccion de células cancerosas y muchas otras aplicaciones médicas, como la
curacion de heridas, como desinfectante médico para equipos e incluso como un
tipo de enjuague bucal para odontologia EI PAM es estable a temperatura
ambiente, no dafa el tejido sano a dosis efectivas y genera especies reactivas
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dentro de los tejidos. La formacion de las especies reactivas puede alterarse
cambiando ciertos pardmetros de procesamiento, como el gas de trabajo, la
velocidad de flujo de gas, el tiempo de tratamiento, la distancia de separacién
plasma-liquido, el tipo de solucién liquida objetivo y su cantidad, los diferentes
tampones y antioxidantes dentro de la solucion, todo en relacidén con un cambio
en la energia suministrada (140).

1.4.9 Mecanismo de accion. Interacciéon con los
microorganismos

La composicidn quimica del ANTP es compleja. En general, su composicion y
eficacia dependeran del disefio del dispositivo y de los parametros operativos del
sistema (composicion y caudal del gas, humedad, temperatura, voltaje y
frecuencia) (141). Los componentes del plasma actuaran de forma sinérgica o
independiente en la inactivacion de los microorganismos.

Si bien los estudios muestran que las especies reactivas de plasma son
responsables de la muerte celular bacteriana, los mecanismos exactos de este
proceso siguen sin estar claros. Se ha propuesto (142) que la muerte bacteriana
se produce a través de tres mecanismos diferentes:

1. Permeabilizacién directa de la membrana o pared celular, lo que conduce a la
fuga de componentes celulares (potasio, acido nucleico y proteinas).

2. Dafio critico de proteinas intracelulares por las RONS.

3. Dario directo del ADN.

A menudo se observa la muerte bifasica microbiana, con un rapido descenso en
el nimero de células seguido de una meseta, antes de un nuevo aumento brusco
de letalidad (143). Las células pasan por un conjunto secuencial de cambios
fisioldgicos y morfoldgicos antes de ser inactivadas. Varios estudios han
demostrado que después de una corta exposicion al plasma, las células entran en
un estado viable pero no cultivable (VBNC) (143-145).

Los mecanismos exactos de la inactivacion bacteriana mediada por ANTP
todavia estdn bajo investigacion, pero se ha demostrado que las RONS, las
particulas cargadas, el campo eléctrico y la radiacion UV generadas desempefian
un papel fundamental. Entre las ROS, se considera que el ozono, el oxigeno
atémico, el oxigeno singlete, el superdxido, el peréxido de hidrégeno y los
radicales hidroxilo estan implicados en la inactivacion microbiana (146,147).
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La mayoria de las bacterias, particularmente las anaerobias, son muy sensibles a
las ROS. La difusion de ROS a través de la pared celular de una bacteria causa
dafo local posiblemente por oxidacion de la membrana citoplasmaética, proteinas
y ADN (148). En el estudio de Joshi et al. (146) el oxigeno singlete y el peroxido
de hidrégeno fueron responsables de la peroxidacién de los lipidos de la
membrana, ya que los neutralizadores de las ROS redujeron significativamente
el dafio oxidativo del ADN de E. coli. Se puede aumentar la eficacia de
inactivacion de las RNS con la presencia de RONS, lo que indica la importancia
de la mezcla de oxigeno en los gases de trabajo (149). Al agregar 2% de oxigeno
al gas nitrégeno dio como resultado la formacion de 6xidos nitricos, lo que
mejoro significativamente el efecto de inactivacion (150).

El bombardeo de la pared celular por particulas cargadas, iones y electrones
puede romper enlaces quimicos, causar erosion y formacion de poros en las
membranas, favoreciendo la penetracion de compuestos toxicos del plasma
dentro la bacteria (148,151). Se cree que la inactivacion por erosion es mas facil
de lograr en bacterias Gram-negativas, debido a la vulnerabilidad de la pared
celular, en comparacion con las especies Gram-positivas con una estructura de
membrana mas gruesa (152). Sin embargo, el dafio intracelular es mas obvio en
las Gram-positivas como resultado de un mayor nivel de ROS intracelular (130).

Como ya se ha comentado en la seccion 1.4.7.1, en el plasma directo la
acumulaciéon de carga en la membrana bacteriana y la fuerza electrostatica
resultante supera la resistencia a la traccion de la membrana, lo que lleva a la
ruptura de ésta. La perforacion de la membrana celular causada por la erosion
aumenta la difusion de especies reactivas secundarias que podrian formarse en la
descarga de plasma dentro de la célula (153).

La erosion, como resultado de la reaccion entre los atomos y moléculas excitados,
los radicales y los materiales organicos provoca la ruptura de los enlaces,
particularmente para los compuestos de hidrocarburos. Esto a su vez conduce a
la formacion de fragmentos moleculares y compuestos volatiles que emanan de
las células, causando cambios morfol6gicos, que van desde la reduccion del
tamafio de la célula hasta la aparicion de canales profundos en la célula, o la
destruccion celular completa. ElI oxigeno atomico y el ozono reaccionan
facilmente con estos enlaces abiertos, lo que facilita una ruptura molecular mas
rapida. Estos mecanismos de ruptura de enlaces quimicos también afectan a la
estructura del biofilm (153).
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1.4.10 Plasma frio y biofilm. Desafios

1.4.10.1 Profundidad de penetracion

Diversos estudios han investigado la profundidad de penetracion de las RONS en
matrices de biofilm. Xiong et al. han demostrado que un chorro de plasma He/O;
inactiva por completo del biofilm de Porphyromonas gingivalis alcanzando una
profundidad de 15 pum (154). Pei et al. comprobaron la inactivacion del biofilm
de E. faecalis de 25,5 um de espesor (155). Asi mismo, Alkawareek et al.
confirmaron penetraciones de 40y 80 pm de profundidad con plasma He/O; en
biofilms de P. aeruginosa PAOL (147). En un estudio reciente, alrededor del 5%
de las ROS y 80% de las NOS producidas por un jet de He/O, penetraron 500 pm
a través de un tejido bioldgico alcanzando algunas ROS hasta 1,25 mm (156).

Los limites de penetracion del plasma no sélo dependen de la extension de la
matriz (biomasa) sino también de su composicién molecular, decisiva en la
naturaleza de la interaccion entre la matriz y las especies reactivas, y que puede
variar entre especies de diferentes microorganismos, incluso entre cepas de la
misma especie.

1.4.10.2 Falta de estandarizacion

Actualmente existen dificultades para la aplicacidn clinica de los datos obtenidos
tras la exposicion del biofilm al plasma frio, ya sea en estudios realizados in vitro,
ex vivo o in vivo en animales. No hay técnicas estandarizadas para evaluar las
nuevas tecnologias antibiofilm, y no hay acuerdo en cuanto al beneficio clinico
de las pruebas de susceptibilidad al biofilm (157).

Recientemente, se han desarrollado directrices, a través de la iniciativa “Minima
informacion sobre un experimento en biofilm” (158). Estas pautas tienen como
objetivo simplificar el intercambio, la interpretacion y la comparacion de los
datos experimentales con biofilms.

Asimismo, dada la complejidad y variabilidad de los protocolos experimentales
y los datos generados dentro del campo de la medicina de plasma, altamente
interdisciplinario, la comunidad cientifica deberia considerar generar pautas para
estandarizar la experimentacion en esta disciplina (159).
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1.4.10.3 Biofilm en infecciones cronicas

En enfermedades cronicas los leucocitos polimorfonucleares (PMN), en
respuesta a un patdgeno, provocan hipoxia por el consumo significativo de O,
para la produccién de ROS y NO- (160-162). En el caso de los pacientes con
fibrosis quistica y afectacién pulmonar, este consumo puede conducir a
condiciones hipoxicas donde la reduccion de O, conlleva una reduccion de las
tasas de crecimiento bacteriano y, por lo tanto, a un aumento de la tolerancia a
los antibidticos.

De la misma manera, la exposicion cronica a las ROS y NO- derivadas de los
PMN podria predisponer a ciertos patdégenos a mostrar tolerancia inherente al
tratamiento de ANTP. Esto puede explicar observaciones de tolerancia
significativamente elevada al tratamiento de ANTP en aislamientos clinicos de
infeccion crénica, en comparacion con cepas tipo en el laboratorio (163).

El ANTP podria tener una ventaja significativa sobre los antibiéticos o biocidas
convencionales, ya que la diversidad quimica y la flexibilidad creadas por los
ANTPS pueden ajustarse y adaptarse para tales aplicaciones, creando un enfoque
terapéutico dinamico.

1.4.10.4 Interaccion de la matriz del biofilm con las ROS y
RONS

Los componentes de la matriz, como el eDNA y los polisacéridos, pueden
disminuir la actividad antimicrobiana del ANTP por la interaccion y secuestro de
las RONS derivadas del plasma.

Se ha demostrado que los polisacaridos, como el alginato, interactan con las
especies reactivas pudiendo contribuir a la atenuacion de la actividad biocida del
ANTP.

En pacientes con enfermedades crdnicas, el alginato, polisacarido anionico y
componente principal del biofilm de P. aeruginosa, puede eliminar los radicales
libres, principalmente ROS, liberados por neutréfilos y macréfagos por lo que
también podria atenuar las ROS del ANTP. El alginato también disminuye la
difusion e inhibe la muerte por agentes antimicrobianos cationicos, incluidos
péptidos antimicrobianos (164) y antibidticos como la tobramicina y otros
aminoglucésidos (165).
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El eADN es otro componente estructural de la matriz que contribuye a la
tolerancia a los antibidticos y péptidos cationicos. La exposicion del biofilm de
S. epidermidis a dosis bajas (subinhibitorias) de vancomicina aumenta la
concentracion de eADN, impidiendo la penetracion de la vancomicina y
aumentando su tolerancia (166). Numerosos estudios han examinado el efecto del
ANTP sobre el ADN celular de diversas fuentes biologicas. Se ha demostrado
que la produccion de ROS es un factor causal importante en la degradacion del
eADN sufriendo roturas de cadena simple y doble, siendo considerado este Gltimo
como un evento letal (146,167); sin embargo su rdpida acumulacion podria
disminuir la actividad del ANTP debido a la interaccion y secuestro de las ROS
por el e-ADN.

La solucion salina tamponada con fosfato activada por ANTP también da lugar a
dafios oxidativos en el ADN y efectos biocidas en E. coli (168).

La utilizacion del ANTP junto con antibi6ticos y biocidas convencionales podria
tener efectos sinérgicos. El efecto de la degradacién del eADN mediado por
plasma sobre la viscoelasticidad del biofilm, la arquitectura y la penetracién
antimicrobiana justifica una mayor investigacion.

Un estudio reciente examin6 la susceptibilidad del biofilm de Burkholderia
cepacia asociadas a fibrosis quistica. Las muestras que produjeron la mayor
biomasa (EPS) exhibieron mayor actividad de catalasa y fueron menos sensibles
a los efectos bactericidas del ANTP; ademas la degradacién enzimatica de las
ROS pudo haber contribuido a la supervivencia bacteriana (163). En otro estudio,
la produccidon de catalasa por P. aeruginosa evitd la penetracion de H;0.
protegiendo las bacterias en el interior del biofilm (169).

1.4.10.5 Persistencia y tolerancia inducida por plasma

La exposicion al ANTP puede favorecer el desarrollo de poblaciones celulares
con el fenotipo VBNC (143,170,171). Se ha descrito la formacion de persisters
tras la exposicion al plasma en P. aeruginosa. Los resultados de este estudio
muestran el papel central del estrés oxidativo del ANTP en la muerte bacteriana,
asi como la alteracion fenotipica celular hacia la persistencia (171).

Por lo tanto, debe tenerse en cuenta la exposicion subletal al ANTP ya que se
puede producir erradicacion incompleta del microorganismo, desarrollar
mutaciones, resistencia y estados de latencia. Los regimenes de tratamiento
basados en la aplicacion repetida podrian obviar tales problemas.
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Hacen falta mas estudios para dilucidar los estimulos especificos que
desencadenan estas respuestas fenotipicas, asi como la posibilidad de que las
especies reactivas puedan resucitar a las células persisters o VBNC y devolverlas
a un fenotipo metabdlicamente activo, sensible a los antimicrobianos.

Zimmerman et al. demostraron que cultivos de células planctonicas de S. aureus
resistentes a meticilina, Enterococcus mudtii, y E. coli no mostraron resistencia
primaria ni secundaria tras exposiciones repetidas al ANTP (172).

Por lo tanto, es importante conocer el amplio rango potencial de blancos celulares
de las especies reactivas derivadas de plasma (173) y la capacidad de diferentes
especies reactivas para abordar diferentes vias de muerte celular (174).

1.4.10.6 Dispersion del biofilm inducido por NO

El oxido nitrico (NO"), tal y como se ha mencionado previamente ha sido
identificado como una sefial de dispersion en diversas bacterias, incluidas P.
aeruginosa, S. epidermidis, Serratia marcescens, Vibrio cholera y
Fusobacterium nucleatum (175), modulando la dispersién y la tolerancia a los
antibioticos.

Un estudio demostrd que el estrés inducido por nitritos en S. aureus impidié la
sintesis de polisacéridos de adhesion intercelular y la formacidn del biofilm, pero
al mismo tiempo condujo a la regulacién positiva de los genes asociados con el
estrés oxidativo y nitrosativo (incluidos los genes para la reparacion del ADN, la
homeostasis del hierro y la desintoxicacion de ROS). La adicion de nitrito
también erradicé el biofilm preformado de S. aureus y reprimi6 la formacion del
biofilm en S. epidermidis. Curiosamente, los efectos en el biofilm inducido por
nitritos se reprimen mediante la adicion de eliminadores de NO- (carboxi-PTIO y
hemoglobina bovina), lo que sugiere un papel importante para del NO- en estos
procesos. Ademas, se ha observado que el NO- potencia la muerte de B. cepacia
por ROS(176).

Se ha descrito que la generacion de NO en jets de plasma se correlaciona con las
tasas de inactivacion microbiana y que la concentracion de NO'y N,O depende
de la mezcla de gases, la configuracion del chorro y las condiciones
experimentales (177,178). Por lo tanto, es probable que el NO'y las RNS
derivadas del plasma participen tanto en la destruccion directa del biofilm como
en la dispersion o activacion de las respuestas al estrés celular cuando se exponen
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a concentraciones no letales de NO-. También se ha demostrado que las RNS
activan la respuesta de reparacion de ADN en E. coli (179).

1.4.10.7 Interferencia del plasma frio con el quorum sensing

Los inhibidores de quorum sensing (QS) (acylasas o lactonasas) pueden reducir
la virulencia microbiana, aumentar la susceptibilidad a los antimicrobianos y
reducir la formacién del biofilm, ejerciendo una presidn selectiva sobre el
patdgeno que, en Ultima instancia, podria conducir a la aparicién de resistencia.

En P. aeruginosa, el QS regula la expresion de catalasa y superoxido dismutasa
necesarias modificando la susceptibilidad del biofilm a H,0,, una de las ROS del
ANTP (180). Ademas se ha demostrado la capacidad del ANTP para modificar e
inactivar las moléculas de sefializacion de N-acyl-homoserina lactona QS para
inactivar factores de virulencia (elastasa y piocianina) regulados por el QS (181).

Ademas de la activacién de otras enzimas proteoliticas dependientes del tiempo,
el efecto combinado de la reduccidn de la viabilidad del biofilm, la destruccion
de la actividad enzimatica de los factores de wvirulencia y la
modificacion/inactivacion de las moléculas de QS, podrian facilitar la curacion y
la resolucion de infecciones relacionadas con el biofilm en heridas crénicas.
(173,174).
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Hipdtesis y objetivo

2.1 Hipotesis de trabajo

El plasma frio a presion atmosférica producido con la cAmara de generacion de
plasma a presién atmosférica tiene actividad antimicrobiana sobre biofilms de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans formados en discos de titanio
comercialmente puro y de politetrafluoroetileno (teflén), asi como frente a sus
respectivas células planctonicas.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antimicrobiana del plasma frio generado a presion
atmosférica frente al biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans y frente a
sus respectivas células planctonicas.

2.2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antimicrobiana del plasma frio a presion atmosférica
sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formadas sobre
discos de titanio.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana del plasma frio a presién atmosférica
sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formadas sobre
discos de teflon.

3. Valorar la actividad antimicrobiana del plasma frio a presién atmosférica
frente a células plancténicas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans.

4. Estudiar la actividad antimicrobiana del medio de cultivo (BHI), tras su
exposicion al plasma frio a presién atmosférica, frente a S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans.

5. Evaluacion de la viabilidad del biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, mediante microscopia confocal de exploracién laser, tras su
exposicion a plasma frio a presion atmosférica.
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3.1 Equipamiento para la generacion del
plasma

Para la generacion de plasma frio a presion se utiliz6 un prototipo denominado
cadmara de generacion de plasma a presion atmosférica - plasma no térmico o
APPC-NTP, dotada de 2 pares de electrodos tipo SMD, uno en la parte superior
y otro en la parte inferior.

El plasma generado dentro de la camara es de tipo indirecto, es decir, la muestra
estd fuera del &rea de descarga. Las RONS generadas se transfieren a la matriz
del biofilm de forma indirecta, asi como a las soluciones liquidas bioldgicas
ubicadas en su interior.

Las caracteristicas técnicas de la corriente utilizada fueron las recomendadas por
G. Baeza en su tesis doctoral (1):

1. Forma de onda: Sinusoidal.
2. Voltaje: 19 kV.

3. Intensidad maxima: 40 mA.
4. Frecuencia: 1 kHz.

Con el fin de obtener la corriente eléctrica con las caracteristicas descritas se
precisa un generador de funciones y un amplificador adecuados.

3.1.1 Generador de funciones

Es el equipo encargado de generar y conformar la sefial eléctrica tanto en su forma
de onda como en su frecuencia, asi como de un voltaje que posteriormente sera
amplificado por el amplificador de alta tension. El generador de funciones
utilizado fue de la marca Rigol, modelo DG5072 (RIGOL Technologies, INC,
Pekin) (Figura 14) y se gener6 una sefial eléctrica sinusoidal de 19 Vpp, con una
frecuencia de 1 kHz.
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Figura 14. Generador de funciones. Baeza G. (2017).

3.1.2 Amplificador de alta tension

Este equipo es el responsable de amplificar la sefial eléctrica proveniente del
generador de funciones hasta el voltaje de alta tension deseado, en nuestro caso
los 19 kV.

Se utilizé el amplificador de alta tension de la marca Trek modelo 10/10B-HS
(TREK INC, Nueva York) (Figura 15), modelo ya probado con éxito en otros
trabajos de investigacion (182). Este modelo permite una intensidad de corriente
maxima de 40 mA.

Figura 15. Amplificador de Voltaje. Baeza G. (2017).
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3.1.3 Camara de produccion de plasma con
electrodos tipo SMD

Este prototipo utiliza aire como gas para la produccion de plasma, trabaja a
presion atmosférica y produce plasma a temperatura ambiente. La temperatura
tanto en el interior de la camara como en las muestras se mantiene en todo
momento por debajo de 32,12 °C (1).

Dispone de una salida de aire controlada de forma que se puede dirigir las
especies reactivas fuera de la cdmara para el tratamiento de objetivos biol6gicos
donde no es posible la generacién de plasma, como en pequefios 6rganos y
cavidades que son dificiles de alcanzar.

El prototipo de cdmara utilizado se basé en el disefiado por Morfill et al. (183),
usado posteriormente por otros autores (182) y utilizado en la tesis doctoral de
Klampfl (184), Baeza (1), Zimmerman (172) y Shimizu et al. (185).

3.1.3.1 La camara

Las funciones principales de la cdmara de produccidn son: evitar la dispersion de
las especies reactivas producidas en el plasma de forma que aumente su
concentracion en el interior de la cdmara, alojar las muestras a tratar y permitir la
extraccion del aire existente en su interior de forma controlada.

La camara utilizada es de teflon, un material quimicamente muy inerte y
recomendado por Klampfl (184).

Las dimensiones interiores de esta son 320 x 209 x 240 mm. Sus dimensiones
interiores son 320 x 209 x 240 mm y dispone de una bandeja para depositar las
muestras (Figura 16).
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Figura 16. APPC-NTP. Baeza G. (2017).

3.1.3.2 Los electrodos

Los electrodos de este equipo son DBD, concretamente un tipo de particular de
DBD basado en la tecnologia SMD (surface microdischarge). En este tipo de
tecnologia la configuracion de electrodos es en sdndwich y sigue la siguiente
disposicion; electrodo de potencia, dieléctrico y electrodo de tierra tipo malla
(Figura 17).

Figura 17. Configuracion de electrodos SMD. Baeza G. (2017).
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La estructura tipo malla del electrodo de tierra permite que se produzcan
filamentos o streamers de plasma entre el electrodo y la barrera dieléctrica. Estas
micro descargas no superan el grosor de la malla por lo que el plasma no actla
directamente sobre la muestra sometida a tratamiento evitando de este modo el
dafio por calor o por iones locales producidos en el plasma (Figura 18).

Electrodo de potencia

Figura 18. Dindmica del plasma en los electrodos. Baeza G. (2017).

El disefio de los electrodos y el dieléctrico estan formados por los siguientes
materiales con las siguientes dimensiones:

e El electrodo de potencia es de laton con una dimensién de 132 x 86 x3 mm.

e Como dieléctrico se utilizd una ldmina de teflon de 154 x 109 x 1.5 mm. El
electrodo de tierra es una malla de acero inoxidable con las siguientes
dimensiones. 140 x 95 x 1.5 mm., teniendo la malla las siguientes dimensiones
C: 10 mmy U: 13 mm. Con C agujero cuadrado. U: distancia entre centros de
agujeros.

o El electrodo de tierra es una malla de acero inoxidable con las siguientes
dimensiones 140 x 95 x 1.5 mm., teniendo la malla las siguientes dimensiones
C: 10 mm. y U: 13 mm. Con C agujero cuadrado. U: distancia entre centro de
agujeros.

73



Material y métodos

C U2

Figura 19. Esquema de malla del electrodo de tierra. Baeza G.

Los electrodos estan sujetos por una carcasa realizada en teflon en la cual se
embuten los electrodos y el dieléctrico.

Figura 20. Electrodos y dieléctrico. Baeza G. (2017).

La camara dispone de un par de juegos de estos electrodos, uno situado en la parte
inferior con electrodo de tierra encarado hacia arriba y otro en la parte superior
con el electrodo de tierra encarado hacia abajo. Dichos elementos se pueden
desplazar en sentido vertical a través de unas columnas con el fin de variar la
distancia a la superficie de tratamiento (Figura 21).
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Figura 21. Electrodos ubicados en sus columnas. Baeza G. (2017).

El plasma de tipo indirecto producido en los dos pares de electrodos tipo SMD
difunden en el interior de la cAmara interaccionando con las muestras. Las
especies reactivas que se forman dentro de la cAmara son las que corresponden a
picos correspondientes a las longitudes de onda de 335,981 nm y 356,402 nm: N
I, NI O Il O 1V, NO, C;H,0 y C:HsCHO, detectadas mediante espectrometria
de emision optica (OES) (1).

3.2 Microorganismos y medios de cultivo

3.2.1 Microorganismos

Los microorganismos que se emplearon para su exposicion al plasma frio son tres
cepas formadoras de biofilm de la coleccion del Grupo de Investigacion Infeccion
Grave del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. En representacion de los
Gram-positivos se utilizo la cepa de S. aureus V329 (186). En representacion de
los Gram-negativos la cepa de P. aeruginosa PFQ2 y en representacion de los
hongos la cepa de C. albicans B2. Todas estas especies, como ya se ha
comentado, estan implicados en la etiologia de la infeccion periprotésica y los
biomateriales.

3.2.2 Medios de cultivo y soluciones y empleados.

3.2.2.1 Tampdn fosfato salino estéril

El tampdn fosfato salino o PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPOQ,,
1,8 mM KHzPOy4, pH 7,4.) se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

75



Material y métodos

Se utilizo en la preparacion de los indculos y para lavar los discos de titanio y
PTFE retirando las células planctonicas no adheridas.

3.2.2.2 Agar Infusion Cerebro Corazon (Agar ICC/BHI)

Los diferentes microorganismos se crecieron de manera rutinariaa 37 °C en caldo
infusion cerebro corazon (BHI) o agar BHI (Becton Dickinson GmbH). El BHI
es un medio de cultivo general rico en nutrientes, adecuado para el cultivo de una
gran variedad de bacterias y hongos. Se utiliz6 para los experimentos de
formacion de biofilm sobre los discos de titanio y PTFE, posteriores lavados y
diluciones. También se utiliz6 como solucién liquida bioldgica para ser activada
por las especies reactivas del plasma frio convirtiéndose en un medio activado
por plasma o PAM.

En la Tabla 2 se muestra su composicion. La base nutricionalmente rica de
infusiones de corazén de ternera y cerebro de ternera y mezcla de peptona
proporcionan nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos que favorecen el
crecimiento de una variedad de microorganismos. El fosfato disédico actla como
tampon para ajustar el pha 7,4 + 0,2. La dextrosa es el carbohidrato fermentable
que proporciona carbono y energia. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio
osmotico y el agar es el agente solidificante.

Tabla 2
Medio Agar Infusion Cerebro

Composicién del medio Agar Infusion Cerebro Corazén

Infusion de cerebro de ternera 7,79
Infusién de corazén de res 98¢
Peptona 1009
Dextrosa 20g
Cloruro sodico 5009
Fosfato disddico 259
Agar 209
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3.3 Actividad del ANTP sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans formado
en discos de titanioy PTFE

El objetivo de este disefio experimental fue la valoracion de la letalidad producida
en el biofilm de 48 horas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formado en
discos de titanio y PTFE tras la exposicion al ANTP. Se ensayaron diferentes
tiempos de exposicion y se realizd el andlisis de letalidad producida
comparandola con los discos no expuestos.

Para ello se prepararon los discos de titanio y PTFE recubiertos con biofilm de
48 horas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans. La metodologia seguida fue
la siguiente:

1. Preparacion del in6culo

Se prepararon cultivos de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans en agar BHI y
se incubaron durante 24h a 37°C. El inoculo se prepar6 suspendiendo 2-5 colonias
en PBS estéril, ajustando la suspensién a 0,5 McFarland y posteriormente se
inoculé en placa de poliestireno de 24 pocillos (Micro Test™ Becton Dickinson
Labware, NJ, EEUU), obteniendo una concentracion final del inoculo en la placa
de microdiluciéon de 0,5-2,5 x 10° UFC/ml. El inéculo fue comprobado
plagueando 100 ul y diluciones seriadas del mismo en placas de agar BHI y
realizando el recuento de colonias tras 24h de incubacion.

2. Formacidn del biofilm sobre los discos de titanio y PTFE

Los discos empleados (1,27 cm de didmetro y 0,3 cm de alto) de titanio
comercialmente puro grado 3 (modelo RD128-Ti) y de politetrafluoroetileno
(modelo RD128-PTFE) fueron suministrados por Biosurface Technologies Corp.
(Bozeman, MT, EEUU).

Antes de su uso, se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 121 °C. Tras
su esterilizacion se procedio a equipar la placa de 24 pocillos con discos PTFE y
titanio. Se afiadi6 a cada pocillo 1 ml de cultivo BHI. A continuacién, se afiadio
20 pl del indculo microbiano de cada uno de los tres microorganismos. Se realizo
incubacion durante 48 horas a 37°C.

3. Extraccion de los discos para su exposicion al plasma
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Tras la incubacion se procedio a la extraccion aseptica de los discos controles y
problema de la placa de 24 pocillos, se lavaron los discos con PBS para retirar las
células en fase plancténica no adheridas a los discos y se dividieron en dos
grupos, control y expuestos.

4. Exposicioén de los discos al plasma

Los discos controles que no se expusieron al plasma se conservaron en la
campana de flujo laminar. Los discos problema se colocaron en una gradilla
metélica esterilizada y se introdujeron en la cdmara de plasma para su exposicion.
Se ensayaron distintas “configuraciones espaciales” de los discos en relacién con
electrodos SMD. Los tiempos de exposicion al plasma fueron de 20, 30, 45, 60 y
90 minutos.

5. Introduccién de los discos en tubos con 2 ml de BHI estéril

Tras la exposicion se extrajeron los discos de la APPC-NTP y de la camara de
siembra y se introdujo cada disco en tubos con 2 ml de BHI estéril para su
posterior sonicacion.

6. Agitacion, sonicacion y nueva agitacién de los discos

Para desprender el biofilm adherido a la superficie del biomaterial, cada tubo
conteniendo el disco (control o expuestos) en su interior, se sometio a agitacion
con vortex durante 1 minuto a 2500 rpm, posteriormente se sonicaron a 50 kHz
en un bafio sonicador (P-selecta, Ultrasons H, Barcelona, Espafia) durante 5
minutos y nueva agitacién durante 1 minuto a 2500 rpm.

7. Diluciones seriadas y siembra de las placas

Para determinar el nimero de células viables por unidad de superficie de material
el medio de cultivo BHI de cada uno de los tubos obtenido tras sonicacion se
diluy6 en suero fisioldgico (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) y 0,1 mL de cada
dilucién se cultivd en agar BHI (Becton Dickinson, EEUU). Las placas se
incubaron 48 horas a 37°C.
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Figura 22. Diluciones seriadas. Protocolo de trabajo para cuantificar las células
viables presentes en el biofilm.

8. Recuento de las unidades formadoras de colonias UFC

Se contabilizaron el nimero de UFC por placa para el calculo del nimero de
UFC/ml.

ufc ufc ufc uf

7 age , c
9. Foérmulas utilizadas para el calculo de — , — 10— , A de
) _ - ml ' 2ml ' cm? ) cmz_
logaritmos de los discos control vy discos problema vy letalidad producida por
la exposicién al plasma en discos controles y problema tras la exposicién al

plasma

UFC Colonias enumeradas . ./
1. —= ( ) * Factor de dilucion
ml 0,1 ml sembrados
UFC Colonias enumeradas . ./
2. —= ( ) * Factor de dilucion | * 2ml
2ml 0,1 ml sembrados
ufe
5 UFC _ 2ml
" cm? 1,2667 cm?
UFC
4, 1 — =X
0810 2
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UFC UFC
5. A (log10 (_z) ) - (10g10 (_2> )
m*/ disco control cm=/ disco problema

UFC disco expuesto
6. Letalidad = 100 — < e > +100

UFC disco no expuesto
cm?

11. Analisis estadistico de los datos obtenidos:

Se realizo el analisis estadistico de los datos obtenidos.

En la Figura 23 se representa el esquema de trabajo de este disefio experimental.
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Cultivo en agar BHI.
Incubacién 24 horas a 37 °C.
Preparacion de los in6culos.

Esterilizar discos PTFE vy titanio en autoclave 20
minutos, 121 °C.

Equipar placa de 24 pocillos con discos PTFE y
titanio.

Afiadir 1 ml de medio de cultivo BHI.

Afiadir 20 pl del indculo microbiano.

Incubar 48 horas 37 °C.

Extraccion aséptica de discos de titanio.
| avar cada disco con PRS.

1 Colocacion ~ de  discos
problema sobre gradilla
metélica.

Exposicion de discos
problema al plasma a tiempos
variables.

Discos control se reservan en
camara de siembra.

Introducir cada disco en un tubo con 2 ml de BHI

!
ﬁ Agitacion vorticial 1 minuto, 2500 rpm.
U Sonicacién 5 min, 50 kHz.
A Agitacion vorticial 1 minuto, 2500rpm.
!
HA'ATATRY

Diluir 0.1 ml (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000)
en suero fisiolégico para célculo de UFC.

Sembrar 0.1 ml de cada dilucion en agar
BHI.
UFC

Calculo de — vy letalidad.

cm?

Figura 23. Esquema de trabajo. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del ANTP
sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans en discos de titanio y PTFE.
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3.4 Actividad del ANTP sobre las células
plancténicas de S. aureus P. aeruginosa y C.
albicans.

El objetivo de este disefio experimental fue la valoracion de la letalidad producida
en células planctoénicas de S. aureus P. aeruginosa y C. albicans suspendidas en
medio liquido tras la exposicién al ANTP. La metodologia seguida fue la
siguiente:

1. Preparacion de indculos

Se prepararon cultivos de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans en agar BHI y
se incubaron durante 24h a 37°C. El inoculo se prepard suspendiendo 2-5 colonias
en agua destilada estéril, ajustando la suspension a 0,5 McFarland vy
posteriormente se inocularon los pocillos en la placa de poliestireno de 24
pocillos con concentraciones variables de inéculo 10% a 108 UFC/mI (500 ul en
cada pocillo). El indculo fue comprobado plagueando 100 ul y diluciones seriadas
del mismo en placas de agar BHI y realizando el recuento de colonias tras 24h de
incubacion. Se utilizaron tres réplicas de cada indculo y cepa en la placa
problema. Como control se inoculé una placa en las mismas condiciones que la
placa problema.

2. Exposicién en cdmara de plasma de la placa problema

Se expuso la placa problema al plasma y se reservé en la cdmara de flujo laminar
la placa control. Los tiempos de exposicion al plasma fueron 60 y 90 minutos.

3. Diluciones seriadas y siembra de placas

Se realizaron diluciones seriadas de cada uno de los pocillos. Las diluciones
seriadas que se realizaron fueron son: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000.

Se sembraron 100 ul de cada una de las diluciones de las placas control y
problema en agar BHI y se incubaron 48 horas a 37 °C.
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100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
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Figura 24. Diluciones seriadas. Protocolo de trabajo para cuantificar las células

viables tras la exposicion al plasma de las células plancténicas

4. Recuento de las UFC

Se contabilizaron el nimero de colonias por placa tras 48 horas para el calculo
del nimero de UFC/ml y la letalidad en las placas control y placas problema.

, , UFC . . ..
5. Formulas para el calculo de gy y letalidad producida por la exposicion al
plasma sobre células plancténicas expuestas al plasma

UFC Colonias enumeradas . .,
— = ( ) * Factor de diluciéon

ml 0,1 ml sembrados

UFC control
ml

UFC problema
2. Letalidad = 100 — <¢> * 100

8. Andlisis estadistico de los datos obtenidos

Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos.

En la Figura 25 se representa el esquema de trabajo de este disefio experimental.
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Cultivo en agar BHI.
Incubacion 24 horas 37 °C.
Preparar in6culos de 10 2 a 108 UFC/m.

Preparar in6culos de 10 2 a 108 UFC/ml.
Tres réplicas de cada in6culo en placa
problema.

Tres réplicas de cada in6culo en placa
control.

Plasma

Placas de poliestireno de 24 pocillos

!

Exposicion en cAmara de plasma de la
placa problema.

Se reserva la placa control en camara
de plasma.

Cémara de flujo laminar Camara de plasma

! !

\f\f\f\f\ \f\(\((\w [ Diluir 0,1 ml (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) en

suero fisiologico para calculo de UFC.

['I | J | ﬂl | |
! !

Sembrar 0,1 ml de cada dilucién en
agar BHI.
Cuantificar UFC/ml y céalculo de
letalidad.

Figura 25. Esquema de trabajo. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del ANTP sobre células
planctdnicas de S. aureus P. aeruginosa y C. albicans.
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3.5 Actividad del ANTP sobre el medio de
cultivo

El objetivo de este disefio experimental fue evaluar si la activacion del medio BHI
en la cAmara del plasma era capaz de impedir el crecimiento de S. aureus P.
aeruginosa y C. albicans.

Un medio de cultivo activado por plasma o PAM es una solucién liquida
bioldgica que tras su exposicion al plasma de forma directa o indirecta se
enrigquece con una variedad de RONS de larga vida dandole una gran versatilidad
ya que posteriormente se pueden utilizar para tratamiento de objetivos bioldgicos
donde no es posible la generacion de plasma. En este caso el medio activado por
plasma es el BHI.

La metodologia seguida fue la siguiente:

1. Colocacién de 50 ml de medio de cultivo BHI en dos placas de Petri

Se prepararon dos placas de Petri cada una con 50 ml de medio de cultivo BHI.

2. Exposicion del medio de cultivo en camara de plasma.

Una placa se expuso al plasma frio y la otra se reservd en la camara de flujo
laminar como control. Se utilizaron dos tiempos de exposicién (30 minutos y 60
minutos).

3. Inoculacidn del medio de cultivo expuesto y no expuesto

Tras la exposicién, el medio de cultivo expuesto y el no expuesto se dividieron
en alicuotas y se introdujeron en matraces Erlenmeyer sembrandolos con in6culos
de los cultivos de S. aureus P. aeruginosa y C. albicans partiendo una
absorbancia de 0,02 e incubando a 37 °C en agitacién durante 24 horas.

Curvas de crecimiento: Se realizaron curvas de crecimiento de 24 horas de los
medios de cultivo expuestos y no expuestos. Para ello cada hora se tom6 una
alicuota para el calculo de la absorbancia mediante el espectrofotémetro Thermo
Scientific™ NanoDrop™ One (2l de cada muestra por medicion). En la figura
26 se representa el esquema de trabajo de este disefio experimental.
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Medio de cultivo BHI (50 ml) en placa
de Petri.

Camara de flujo laminar

SIS

Céamara de plasma

RAA

S.aureus  P. aeruginosa C.albicans

ABA

S.aureus P.aeruginosa  C.albicans

badldal

IS.aureus P. aeruginosa C.albicans

S.aureus  P. aeruginosa C.albicansl

Exposicién del medio de
cultivo en camara de plasma.
30y 90 minutos. El medio de
cultivo control se reserva en
camara de siembra.

Siembra del medio de cultivo
expuesto y no expuesto con
S.aureus, P. aeruginosa Yy
C.albicans.

Cultivo durante 24 horas

Nanodrop. Curvas  de
crecimiento de 24 horas.

CURVA DE CRECIMIENTO Stahyloccoco aureus

Figura 26. Esquema de trabajo. Evaluacion de la actividad microbicida del BHI tras su

exposicion al plasma frio.
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3.6 Evaluacion de la viabilidad del biofilm
mediante microscopia confocal tras su
exposicion al plasma frio

La microscopia laser confocal posee ventajas sobre la microscopia de
fluorescencia convencional, permitiendo la obtencion de imégenes con una
mayor resolucion y eliminando toda la sefial fuera de plano focal gracias a la
presencia del pinole. La combinacion de iméagenes capturadas siempre en plano
focal y a lo largo del eje Z es la base para la reconstruccién tridimensional de las
muestras.

Para el estudio del biofilm se utilizé6 microscopia confocal, lo que permitié la
obtencion de imagenes a lo largo de todo su espesor, que finalmente se
compilaron en una sola, creando una reconstruccién tridimensional del mismo.
El equipo utilizado fue el microscopio confocal Leica TCS-SP5-A0BS.

El objetivo de este disefio experimental fue el determinar la viabilidad de las
poblaciones de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans en las biopeliculas
formadas sobre discos de cristal mediante microscopia laser confocal.

Las fases desarrolladas en este disefio experimental fueron:

1. Preparacion de indculos de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans

Los inéculos se prepararon mediante la misma metodologia que se ha descrito
previamente para los discos de titanio y teflon.

2. Formacidn del biofilm sobre los discos de cristal

En primer lugar, se esterilizaron los discos de cristal en autoclave 20 minutos, a
121 °C. Tras su esterilizacién se procedié a equipar la placa de 24 pocillos con
los discos. Se le afiadié 1 ml de BHI. A continuacion, se afiadieron 20 pl del
indculo microbiano 0.5 McFarland de cada uno de los tres microorganismos. Se
incubaron durante 48 horas a 37°C para la formacion de la biopelicula.

3. Exposicién de los discos al plasma

Para la exposicion al plasma de los discos de cristal, se optd por su exposicién
tanto en seco como en medio liquido.
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En el caso de los discos de cristal que se iban a exponer al plasma en seco, después
de la formacion de la biopelicula sobre su superficie, se retird por aspiracion el
medio de cultivo de los pocillos y se lavaron con 1ml de Ringer. A continuacién,
se colocaron en la gradilla dentro de la cAmara de plasma y se expusieron al
plasma. Los discos de control, de la misma manera se lavaron con 1ml de Ringer
y se reservaron en la camara de flujo laminar.

En el caso de los discos de cristal que se iban a exponer al plasma en medio
liquido, después de la formacion de la biopelicula sobre su superficie, se
mantuvieron en la placa de 24 pocillos y se introdujeron en la cdmara de plasma
para su exposicién. Se obtuvo una réplica de la placa expuesta que se mantuvo en
la campana de flujo laminar como control. Tras la finalizacion de la exposicion
se retird el medio de cultivo de los discos problema y control y se lavaron con
1ml de Ringer para su posterior visualizacion con la microscopia confocal. El
tiempo de exposicion utilizado fue de 60 minutos.

4. Tincién con KIT LIVE/DEAD

Posteriormente se procedio a tefiir las biopeliculas de C. albicans con el sistema
LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit (Invitrogen) y para el caso de S. aureus y P.
aeruginosa con el sistema LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas tinciones permiten
distinguir a los microorganismos metabdlicamente activos, en funcién de la
integridad de la membrana celular. Una vez finalizado el periodo de tincién, se
procedié a realizar el lavado de los discos con 1ml de Ringer para eliminar el
exceso de reactivos de tincidn, se realizaron tres lavados prestando especial
atencion de no dafiar las biopeliculas formadas sobre los discos de cristal.

5. Estudio de la citoarquitectura de las biopeliculas mediante microscopia laser
confocal

Se eliminé el exceso de humedad de los discos con el biofilm y se montaron sobre
portaobjetos usando como medio de montaje Mowiol. Finalmente se observaron
en el microscopio confocal, utilizando el modo secuencial para la adquisicién de
imagenes. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit (Invitrogen)

e Calcofluor Excitacién 365 nm (Diodo 405) Emision 435 nm
e FUN 1 Excitacion 488 nm (Laser Ar, Linea 488) Emision 530 nm
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LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen)

e SYTO 9 Excitacion 480 nm (Laser Ar, Linea 488) Emision 510 nm
loduro de Propidio Excitacion 493 nm (Laser Ar, Linea 496) Emision
636 nm

En las Figuras 27 y 28 se representa el esquema de trabajo de este disefio
experimental
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Equipar placa de 24 pocillos con discos
de cristal esterilizados.

Afiadir 1 ml de medio BHI.

Afiadir 20 pl del inéculo microbiano 0.5
McFarland e incubar 48 horas.

Discos control Discos Problema

! !

Retirar el medio de cultivo, lavar
con 1ml de Ringer.

Exponer los discos problema al
plasma.

Reservar en la cadmara de flujo
laminar los discos control.

Tincion de los discos con kits LIVE/DEAD.
LIVE/DEAD®Yeast Viability Kit.
LIVE/DEAD®BacLight Bacterial Viability Kit.

Estudio del bioflim mediante microscopia
confocal de exploracidn laser.

Figura 27. Esquema de trabajo. Evaluacion de la de la viabilidad del biofilm tras la exposicion
al plasma frio a presion atmosférica (discos en seco) mediante microscopia confocal laser.
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Cultivo en Agar BHI.
Incubacién 24 horas 37°C.

Equipar placa de 24 pocillos con discos
de cristal esterilizados.

Afiadir 1 ml de medio BHI.

Afiadir 20 pl del in6culo microbiano 0.5
McFarland e incubar 48 horas 37°C.

Discos control Discos Problema

] !

Introducir placa de 24 pocillos en la

cémara.
Reservar placa de 24 pocillos control

en la cAmara de flujo laminar.

Retirar el medio de cultivo de los
discos problema y control y se
lavan con 1 ml de Ringer.

Estudio de las biopeliculas mediante Microscopia
Confocal de exploracion Laser.

Figura 28. Esquema de trabajo. Evaluacion de la de la viabilidad del biofilm microscopia
confocal laser.
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3.7 Analisis de los datos

El andlisis estadistico de los datos se realizd con el programa Statgraphics
Centurion XVI version 16.1.17.

Para el analisis de la letalidad del ANTP sobre el biofilm de S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans formadas en discos de titanio y PTFE se utilizd un
disefio factorial con 4 factores y una Unica variable respuesta, la letalidad. Los 4
factores del analisis fueron; “disposicion espacial de los discos”, “tiempo de
exposicion”, “material” (titanio, PTFE) y “microorganismo” (S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans). En el andlisis de la Varianza (ANOVA) se incluyeron
entre los posibles efectos a estimar, ademas de los efectos simples de los cuatro
factores, las interacciones de “tiempo” con “material” y con “microorganismo”.
Debido al desequilibrio del disefio no fue posible analizar la interaccion entre la
“disposicion espacial” de los discos y el tiempo. Se consider6 estadisticamente
significativo el valor p <0,05. La estadistica descriptiva del conjunto de datos
incluyd tanto medias, error estdndar de la media e intervalos de confianza del
99,0%.

Para la valoracion de la actividad del ANTP sobre las células plancténicas de S.
aureus P. aeruginosa y C. albicans se utilizé el analisis estadistico ANOVA
factorial de dos factores “microorganismo” y “concentracion” realizando sélo el
analisis para el tiempo de exposicion de 60 minutos dado que en la totalidad de
los ensayos de 90 minutos la letalidad fue del 100%.

En el andlisis de la actividad sobre el medio de cultivo se realizaron curvas de
crecimiento de 24 horas. Se describen los hallazgos para los tiempos de 30 y de
60 minutos.

La evaluacion de la viabilidad del biofilm tras la exposicion al plasma frio a
presion atmosférica se realiz6 mediante microscopia confocal laser y se analiz6
de forma cualitativa exponiendo los hallazgos observados.
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Resultados

4.1 Actividad del ANTP sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans formado
en discos de titanioy PTFE

La actividad microbicida del ANTP sobre el biofilm se evalué mediante el célculo
de la letalidad producida. En total se realizaron 13 experimentos, en cada uno de
los cuales se midid la letalidad en 6 discos correspondientes a las combinaciones
de dos tipos de material (titanio y PTFE) con tres tipos de microorganismos (S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans).

Las 13 pruebas se clasificaron en cinco grupos en funcién de la disposicion
espacial relativa de los discos respecto al par de electrodos de la cAmara de
produccion de plasma (distancia relativa a los electrodos y posicion de los discos).
Las disposiciones espaciales relativas se denominaron “disposicion espacial” 1,
2, 3,4y 5. Se pretendia conocer si las especies reactivas se difundian de manera
homogénea en la camara y su influencia sobre la letalidad. En cada grupo se
realizaron diferentes pruebas correspondientes a diferentes tiempos de exposicion
(20, 30, 45, 60 y 90 minutos). No se ensayaron todos los tiempos en todos los
grupos lo que dificult6 el analisis estadistico. El desequilibrio del disefio hizo
imposible analizar la posible interaccion entre “disposicion espacial” y “tiempo”.
Dicha interaccidn, en caso de existir, estaria confundida con el error experimental
empeorando la precision del experimento.

Los tiempos ensayados en cada grupo fueron los siguientes:
Disposicion espacial 1: 30 minutos.
Disposicidn espacial 2: 20, 30, 45 (3 veces) y 60 minutos.
Disposicidn espacial 3: 30 y 45 minutos.
Disposicion espacial 4: 45 minutos.
Disposicidon espacial 5: 60 (2 veces) y 90 minutos.

Los datos de la letalidad del ANTP sobre el biofilm formado en discos de titanio
para todas las disposiciones espaciales y tiempos se resumen en la Tabla 3.
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La letalidad media producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, sobre discos de titanio, después de 60 minutos de exposicion al plasma
frio, fue del 99,7 %, 99,9 % y 99,6 %, respectivamente.

Tabla 3
Letalidad del del plasma frio sobre el biofilm formado sobre discos de titanio

Letalidad (%)
S.aureus P.aeruginosa C. albicans

Disposicion espacial Tiempo (min)

1 30 99,81 99,67 88,35
2 20 99,58 53,24 98,25
2 30 99,93 98,66 98,87
2 45 83,16 99.99 99.99
2 45 100 100 99,89
2 45 93,61 99,52 10,62
2 60 96,11 100 99,89
3 30 97,26 97,25 43,35
3 45 99,88 76,09 0
4 45 89,74 99,23 91,16
5 60 99,39 99,95 99,94
5 60 99,96 100 99,35
90 92 99,99 99,34

La letalidad media producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, formadas durante 48 horas sobre discos de PTFE, después de 60
minutos de exposicion al plasma frio fue del 99,1 %, 959 % y 94,4 %,
respectivamente. (Tabla 4).
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Tabla 4
Letalidad del plasma frio sobre el biofilm formado sobre discos de PTFE

Letalidad (%)

Disposicion espacial Tiempo (min) i .
S.aureus P.aeruginosa C. albicans

1 30 51,22 99,26 99,44

2 20 99,8 0

2 30 0 98,9

2 45 99,53 100 99,69

2 45 99,67 100 98,21

2 45 99,92 99,99 98,98

2 60 99,68 100 98,97

3 30 77,68 91,79 0

3 45 58,66 61,34 85,81

4 45 69,42 100 99,28
60 99,77 92,15 99,97
60 98,41 99,81 88,91
90 99,65 98,67 96,21

El analisis de estos datos se realizd mediante un analisis de la varianza factorial
(ANOVA). Dicho anélisis permitié evaluar el efecto individual y conjunto de los
factores implicados (“disposicion espacial de los discos”, “tiempo”, “material”
(titanio, PTFE) y “microorganismo” (S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans)
sobre la variable dependiente cuantitativa, en nuestro caso la letalidad producida.
Se incluyeron entre los posibles efectos a estimar, ademas de los efectos simples
de los cuatro factores, las interacciones de “tiempo” con “material” y con
“microorganismo”. El desequilibrio del disefio no permiti6 analizar la interaccion
entre la “disposicion espacial” de los discos y el tiempo. Analizar el efecto
“material” (p 0,0166) y “tiempo” (p 0,0183), asi como las interacciones
“material-tiempo” (p 0,009) y “microorganismo-tiempo” (p 0.0467) se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

97



Resultados

En la tabla 7 se recogen los resultados del andlisis de la varianza, que se
obtendrian operando como si los 78 resultados fueran los resultados de 78 pruebas
independientes.

Tabla 5
Analisis de varianza para la letalidad

Sumade  Grados Media

Cuadrados fibertad cuadratica o2onF  ValorP

Efectos individuales

Disposicién espacial 4358,95 4 1089,74 2.05 0,0996
Material 3240,15 1 3240,15 6.11 0,0166
Microorganismo 2084,98 2 1042,49 1.97 0,1499
Tiempo 6908,77 4 1727,19 3.26 0,0183
Interacciones

Material -tiempo 7986,07 4 1996,52 3.76 0,0090
t:\é'ri]f;gorga”ismo' 9108,9 8 1138,61 215  0,0467
Residuos 28637,4 54 530,323

Total, corregido 65378,4 77

Nota. Tabla de resultados del ANOVA. En la columna de la derecha se muestran los valores p de
los efectos individuales (disposicion espacial, material, bacteria, tiempo) y de las interacciones
material-tiempo, bacteria-tiempo. Se muestran los valores numéricos de la suma de cuadrados,
grados de libertad y los residuos para el calculo de los valores p. Los valores con significacion
estadistica fueron el factor “material”, el factor “tiempo” y la interaccién “material-tiempo” y
“microorganismo - tiempo” (p < 0,005).

4.1.1 Factor “disposicion espacial”

El factor “disposicion espacial” se corresponde con diferentes situaciones de los
discos (titanio y PTFE), utilizadas dentro de la camara para su exposicion al
plasma frio. En los experimentos se han utilizado tres tipos de soportes para
ubicar los discos, dos posiciones de los discos (vertical y horizontal) y diferentes
distancias en relacién con el electrodo superior e inferior. En las Figura 20 se
muestran los tres soportes utilizados: la rejilla de teflon, la gradilla “Z” 50 tubos
y la gradilla de rejilla.
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g

1
— —ap— )

A

Figura 29. Soportes de ubicacion de los discos de titanio y PTFE. A: rejilla de teflon. B:
Gradilla “Z” 50 tubos, C: Gradilla de rejilla.

Las cinco variables “disposicion espacial” fueron:

. “disposicion 1”: Distancia 1 rejilla de teflon, disco horizontal.

. “disposicion 2”: Distancia 2, gradilla ”Z” 50 tubos, disco vertical.

. “disposicion 4”: Distancia 4, gradilla de rejilla, disco vertical.

1
2
3. “disposicion 3”: Distancia 3, gradilla ”Z” 50 tubos, disco vertical.
4
5

. “disposicion 5”: Distancia 4, gradilla de rejilla, disco horizontal.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre sus cinco variantes
(p=0,0996) (Tabla 5), aunque si se pudo apreciar ciertas diferencias entre sus
cinco variantes, destacando el valor medio corregido de la letalidad para el factor
“disposicion espacial” 3 de 66,6 siendo claramente inferior al resto de
disposiciones espaciales (Tabla 6).

En la Figura 30 se recogen los valores medios obtenidos para la letalidad en los
ensayos correspondientes a las diferentes variantes del factor “disposicion
espacial”. Las medias graficadas no son medias aritméticas clasicas, sino medias
“corregidas” estimadas por minimos cuadrados, en las que se ha eliminado los
efectos de los otros factores. Asi, por ejemplo, la media aritmética de las
letalidades en los casos en que “disposicion espacial” 5 es 98,0, mientras que
cuando “disposicion espacial” 1 es 89,6. Sin embargo, las correspondientes
medias minimo cuadraticas son 84,3 (para “disposicion espacial” 5) y 97,8 en el
caso de “disposicion espacial” 1, porque a la media de “disposicion espacial” 5
se le ha corregido a la baja para tener en cuenta que siempre ha ido asociado a
valores altos (60°, 90°) de “tiempo”, mientras que la media de “disposicion
espacial” 1 se ha corregido al alza para tener en cuenta que siempre ha ido
asociado a valores bajos (30”) de “tiempo” (Tabla 6).

Medias corregidas

106

96

86

Letalidad %

76

1 2 3 4 5
Otros

Disposicion espacial

66

Figura 30. Letalidad para las diferentes disposiciones espaciales. Se representan las medias
“corregidas” estimadas por minimos cuadrados, en las que se ha eliminado los efectos de los otros
factores.
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En la Tabla 6 se resumen los datos de las medias corregidas de la letalidad en
porcentajes, estimadas por minimos cuadrados, para el factor “disposicion
espacial” con intervalos de confianza del 99%.

Tabla 6
Letalidad media corregida para el factor “disposicion espacial ”

Discos Leta.lidad e Intervalom (33 i(;oglfg;x parala
(n) media (%) estandar Limite Limite
Inferior Superior
gfjg;? 78 83,4013
Disposicion
espacial
1 6 97,8523 12,2146 97,6985 98,0062
2 36 83,7573 5,21759 83,6916 83,823
3 12 66,664 8,759 66,5537 66,7743
4 6 84,3923 11,313 84,2499 84,5348
5 18 84,3407 8,45085 84,2342 84,4471

Nota. En la tabla se puede observar la letalidad media global estimada por minimos cuadrados,
producida en los 78 discos analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como la
media en cada una de las “disposiciones espaciales”. Se muestra el error estandar y los intervalos
de confianza para la media al 99%.

4.1.2 Factor tipo de “material”

La media corregida de la letalidad para el titanio fue de 91,3% frente a la letalidad
en PTFE que fue 75,5% (p= 0,0166), lo que parece indicar que hay diferencias
relativamente importantes entre las letalidades constatadas en ambos tipos de
material (Tabla 7).

En la Figura 31 se reflejan los valores medios corregidos obtenidos para la
letalidad en los ensayos correspondientes a los dos tipos de materiales utilizados.
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Figura 31. Letalidad para el factor “material” (titanio y PTFE). La media corregida de la
letalidad para el titanio es de 91,3% frente a la letalidad en PTFE que es de 75,5%.

En la Tabla 7 se resumen los datos de las medias corregidas estimadas por
minimos cuadrados de la letalidad en porcentajes para el factor “material” con
intervalos de confianza del 99%.

Tabla7

Letalidad media corregida para el factor “material”

Discos _ Intervalo de confianza para la
Letalidad Error media al 99%
media (%) 4nd . o
(n) estandar | jmite Limite
Inferior Superior

Media 78 83,4013
global
Material
Titanio 39 91,2704 5,53542 91,2007 91,3402
PTFE 39 75,5322 5,53542 75,4625 75,6019

Nota. Letalidad media global estimada por minimos cuadrados, producida en los 78 discos
analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como la media con cada tipo de
“material” utilizado (titanio y PTFE). Se muestra el error estandar y los intervalos de confianza para

la media al 99%.
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4.1.3 Factor tipo de “microorganismo”

La media corregida de la letalidad para S. aureus fue 91%, la de P. aeruginosa
83,5% vy la de C. albicans 75.6% (Tabla 8 y Figura 32). No se observaron
diferencias significativas entre las letalidades de los tres tipos de
microorganismos estudiados (p= 0,1499). La letalidad fue mas elevada para S.
aureus y mas baja para C. albicans.

En la figura 32 se reflejan los valores medios corregidos obtenidos para la
letalidad en los ensayos correspondientes a los tres tipos de microorganismos
utilizados S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans.

Medias corregidas

93 — —
90 — —
N 87? i
k=]
] L i
= 84 —
= L J
< L J
- 81 ]
78 — —
75 — —

S. aureus P. aeruginosa C. albicans

Figura 32. Letalidad para el factor “microorganismo” (S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans). La media corregida de la letalidad para S. aureus fue del 91%, la de P. aeruginosa de
83,5% y la de C. albicans 75,6%.

En la Tabla 8 se resumen los datos de las medias corregidas estimadas por
minimos cuadrados del porcentaje de letalidad para el factor “microorganismo”
con intervalos de confianza del 99%.
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Tabla 8
Letalidad media corregida para el factor “microorganismo”

Discos . Intervalo de confianza
Leta}lldad Error para la media al 99%
(m  meda()  estandar Limite Limite

Inferior Superior

Media global 78 83,4013

Microorganismo

S. aureus 26 91,0864 6,38561 91,006 91,1669
P. aeruginosa 26 83,4924 6,38561 83,412 83,5729
C. albicans 26 75,6251 6,38561 75,5447 75,7055

Nota. Letalidad media global estimada por minimos cuadrados, producida en los 78 discos
analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como la media con cada tipo de
“microorganismo” utilizado. Se muestra el error estandar y los intervalos de confianza para la media
al 99%.

Al analizar en el apartado 4.1.6 la interaccion de “microorganismo” con “tiempo”
se constatara que la diferencia de letalidades entre microorganismos depende del
tiempo de exposicion siendo practicamente inexistente para valores altos de
“tiempo”.

4.1.4 Factor “tiempo”

La letalidad fue mas alta al aumentar el tiempo de exposicion (Tabla 9), siendo
la mas elevada con tiempos de exposicion de 60 minutos (97,2%) y 90 minutos
(96,8%), observandose diferencias estadisticamente significativas con los
tiempos inferiores (p= 0,0166).

En la Figura 33 se reflejan los valores medios corregidos obtenidos para la
letalidad en los ensayos correspondientes a todos los tiempos de exposicion.
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Figura 33. Letalidad para el factor “tiempo”. La media corregida de la letalidad
para 20, 30, 45, 60 y 90 minutos fueron de 57,8%, 75,2%, 90%, 97,2% y 97%
respectivamente.

La curva de crecimiento fue claramente no lineal, siendo el aumento de la

letalidad muy réapido entre 20 y 45 minutos y mas lento para valores mas elevados.

En la Tabla 9 se resumen los datos de las medias corregidas estimadas por
minimos cuadrados de la letalidad en porcentajes para el factor “tiempo” con
intervalos de confianza del 99%.

Tabla 9
Letalidad media corregida para el factor “tiempo”

Discos _ Intervalo de confianza para la
Letalidad media al 99%
media (%) and - —
(n) estandar | imite Limite
Inferior Superior

Media global 78 83.4013
Tiempo (min)
20 6 57,8273 10,5865 57,694 57,9607
30 18 75,1823 6,56757 75,0996 75,265
45 30 89,9757 5,38433 89,9079 90,0435
60 18 97,2107 8,759 97,1004 97,321
90 6 96,8107 13,8428 96,6363 96,985
20 6 57,8273 10,5865 57,694 57,9607

Nota. Letalidad media global estimada por minimos cuadrados, producida en los 78 discos
analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como la media con para todos los
“tiempos”. Se muestra el error estandar y los intervalos de confianza para la media al 99%.
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4.1.5 Interaccion de factor “tiempo-material”

En los discos de titanio la letalidad fue ya elevada para valores bajos de “tiempo”,
creciendo mas lentamente a lo largo del tiempo; sin embargo, la letalidad en los
discos de PTFE fue muy baja al principio, creciendo rapidamente con el tiempo
hasta ser similar a la constatada con titanio para valores altos de tiempo (Tabla
10). Las diferencias observadas fueron estadisticamente significativas (p=0009),
resaltando la importancia del material empleado en las tasas de letalidad
observadas en funcién del tiempo.

En la Figura 34 se representa la grafica con las medias corregidas de las
letalidades para la interaccion factor “tiempo” (20, 30, 45, 60 y 90 minutos) y
factor “material” (titanio y PTFE).

Graéfico de Interacciones

112 = Material
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Figura 34. Interaccion “tiempo-material”. Se representan las medias corregidas de la letalidad
de la interaccidn “tiempo-material” tras 20, 30, 45, 60 y 90 minutos de exposicion.

En la Tabla 10 se resumen los datos de las medias corregidas estimadas por

minimos cuadrados de la letalidad en porcentajes para la interaccion “tiempo” /
“material” con intervalos de confianza del 99%.
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Tabla 10
Medias de letalidad para la interaccion “tiempo-material”

(m M) estandar Limite Limite
Inferior Superior

Media global 78 83,4013
Interaccion
Material/tiempo
Titanio / 20 min. 3 83,344 14,1585 83,1657 83,5223
Titanio / 30 min. 9 92,1323 8,52029 92,025 92,2396
Titanio / 45 min. 15 85,849 6,83143 85,763 85,935
Titanio / 60 min. 9 98,6662 10,3045 98,5365 98,796
Titanio / 90 min. 3 96,3607 16,7335 96,1499 96,5714
PTFE /20 min. 3 32,3107 14,1585 32,1324 32,489
PTFE / 30 min. 9 58,2323 8,52029 58,125 58,3396
PTFE /45 min. 15 94,1023 6,83143 94,0163 94,1884
PTFE /60 min. 9 95,7551 10,3045 95,6253 95,8849
PTFE /90 min. 3 97,2607 16,7335 97,0499 97,4714

Nota. Letalidad media global estimada por minimos cuadrados, producida en los 78 discos
analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como las medias de la interaccion del
tipo de material de los discos (titanio, PTFE) con todos los “tiempos”. Se muestra el error estandar
y los intervalos de confianza para la media al 99%.

4.1.6 Interaccion “tiempo-microorganismo”

El valor-p de la interaccion “tiempo-microorganismo” (p=0.0467) fue
estadisticamente significativo. El efecto de “tiempo” fue muy diferente segin el
tipo de microorganismo.

Con S. aureus la letalidad fue elevada, incluso con valores bajos de tiempo (20
minutos), no variando significativamente a tiempos mayores. Con P. aeruginosa
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y C. albicans se observé una letalidad baja a los 20 minutos, pero que mientras
que con P. aeruginosa la letalidad fue maxima a los 30 minutos, el aumento de
letalidad fue mucho mas lento con C. albicans, alcanzando valores maximos a los
60 minutos.

En la Figura 35 se representa las medias corregidas de las letalidades para la
interaccion factor “tiempo” (20, 30, 45, 60 y 90 minutos) y factor
“microorganismo”.

Grafico de Interacciones
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Figura 35. Interaccion “tiempo-microorganismo”. Medias corregidas de la letalidad de la
interaccion “tiempo-microorganismo” tras 20, 30, 45, 60 y 90 minutos de exposicion.

En la Tabla 11 se resumen los datos de las medias corregidas estimadas por
minimos cuadrados de la letalidad en porcentajes para la interaccion “bacteria-
tiempo” con intervalos de confianza del 99%.
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Tabla 11
Medias de letalidad para la interaccion “tiempo-microorganismo”

Discos . Intervalo de confianza
Letalidad para la media al 99%
(n) media (%) estandar Limite Limite
Inferior Superior
Media global 78 83.4013
Interaccion
microorganismo/
tiempo
S. aureus / 20 min. 2 98,444 16,9956 98,23 98,658
S. aureus /30 min. 6 71,6268 10,1024 71,4996 71,754
S. aureus / 45 min. 10 92,2957 8,02159 92,1947 92,3967
S. aureus / 60 min. 6 98,1551 11,6467 98,0084 98,3018
S. aureus / 90 min. 2 94,9107 19,1937 94,669 95,1524
P. aeruginosa / 20 min. 2 26,244 16,9956 26,03 26,458
P. aeruginosa / 30 min. 6 98,2601 10,1024 98,1329 98,3873
P. aeruginosa / 45 min. 10 96,6257 8,02159 96,5247 96,7267
P. aeruginosa / 60 min. 6 97,9218 11,6467 97,7751 98,0684
P. aeruginosa / 90 min. 2 98,4107 19,1937 98,169 98,6524
C. albicans / 20 min. 2 48,794 16,9956 48,58 49,008
C. albicans / 30 min. 6 55,6601 10,1024 55,5329 55,7873
C. albicans / 45 min. 10 81,0057 8,02159 80,9047 81,1067
C. albicans / 60 min. 6 95,5551 11,6467 95,4084 95,7018
C. albicans /90 min. 2 97,1107 19,1937 96,869 97,3524
C. albicans / 20 min. 2 98,444 16,9956 98,23 98,658

Nota. Letalidad media global estimada por minimos cuadrados, producida en los 78 discos
analizados (titanio y PTFE) tras la exposicion al plasma, asi como las medias de la interaccion del
tipo de microorganismo con todos los “tiempos”. Se muestra el error estandar y los intervalos de
confianza para la media al 99%.
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4.2 Actividad del ANTP sobre las células
plancténicas de S. aureus P. aeruginosa y C.
albicans

Para evaluar la letalidad sobre células planctonicas tras la exposicion al plasma
frio, se inocularon placas con distintas concentraciones (108 -102 UFC/ml) de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans que fueron expuestas durante diferentes
tiempos a plasma frio. Como control se utilizaron réplicas de las placas anteriores
gue se mantuvieron en la campana de flujo laminar. Tras la exposicion de las
placas se plaquearon diluciones seriadas de los diferentes pocillos (control y
problema), obteniéndose tras la incubacion a 37°C durante 48h, el nimero de
UFC/ml y la letalidad producida.

En total se realizaron tres experimentos con una exposicion de 90 minutos al
ANTP de células plancténicas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans, un
experimento de 90 minutos Gnicamente con S. aureus y 2 experimentos de 60
minutos con S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans.

Para evaluar la letalidad tras 60 minutos de exposicién al plasma frio se
analizaron 18 pocillos con distintos indculos (10°, 104, 10°y 10> UFC/ml) de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans (Tabla 12).

Tabla 12
Letalidad de los microorganismos, tras 60 minutos de exposicion al plasma frio, en
funcion del indculo

Letalidad (%0)

In6culo (UFC/ml) S. aureus P. aeruginosa C. albicans
10° 55,71 56,74 n/d
10% 17,56 47,09 60,68
103 17,56 57,14 51,38
102 n/d n/d 66,27

Nota. Letalidad tras la exposicion al plasma frio durante 60 minutos de células plancténicas
suspendidas en medio liquido. Se muestran los datos de letalidad correspondientes a distintos
indculos de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans. n/d, no disponible.
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En la Figura 36 se muestra la representacion grafica de la letalidad
correspondiente a S. aureus, y P. aeruginosa y en la Figura 37 la de C. albicans.

Exposicion 60 minutos
80,00
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40,00
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20,00 .
. B P. aeruginosa
0,00

1,00E+05 1,00E+04 1,00E+03
Inéculos 103 - 10°

Letalidad %

Figura 36. Letalidad sobre células plancténicas de S. aureus y P. aeruginosa tras 60 minutos de
exposicion (inéculos 103-10° UFC/ml).

Exposicion 60 minutos C. Albicans
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Figura 37. Letalidad sobre células planctonicas de C. albicans tras 60 minutos de exposicion en
concentraciones bacterianas desde 10 4 - 10 2 UFC/ml).

Para evaluar la letalidad tras 90 minutos de exposicién al plasma frio se
analizaron un total de 61 pocillos con distintos inéculos (10 107 10°, 105, 104,
103y 10? UFC/ml) de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans. En la Tabla 13 se
muestran los datos correspondientes a la letalidad media.
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Tabla 13
Letalidad de los microorganismos, tras 90 minutos de exposicion al plasma frio, en
funcién del indculo

Letalidad (%)

Indculo (UFC/ml) S. aureus P. aeruginosa C. albicans
108 100,00 100,00 98,48
107 99,98 100,00 99,97
108 99,98 100,00 100,00
10° 99,79 100,00 100,00
104 99,42 100,00 100,00
108 100,00 100,00 100,00
10? n/d” n/d 100,00
Media 99,86 100 99,74

Nota. Letalidad tras la exposicion al plasma frio durante 90 minutos de células planctonicas
suspendidas en medio liquido. Se muestran los datos de letalidad correspondientes a distintos
indculos de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans. n/d, no disponible.

En la Figura 38 se muestra la representacion grafica de la letalidad de S. aureus,
y P. aeruginosa y en la Figura 39 la correspondiente a C. albicans.

Exposicion 90 minutos
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Inéculos 103-108

Letalidad %

Figura 38. Letalidad sobre células planctonicas de S. aureus y P. aeruginosa tras 90
minutos de exposicion (inéculos 103-108 UFC/m).
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Exposicidon 90 minutos C. albicans
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Figura 39. Letalidad sobre células plancténicas de C. albicans tras 90 minutos de exposicion
(indculos 102-108 UFC/m).

En el apéndice 111 se muestran los datos con las letalidades correspondientes a los
61 pocillos expuestos durante 90 minutos y a los 18 pocillos expuestos durante
60 minutos.

Del andlisis de estos datos, resulta evidente, que la diferencia de letalidad entre
60 minutos y 90 minutos es muy relevante.

Aunque ambos grupos de ensayos no son estrictamente comparables, por no estar
perfectamente equilibrados los factores (microorganismo e inéculo). Si
analizamos las medias para el factor “tiempo”, se comprueba que los resultados
que se resumen en la Tabla 14 son contundentes. En los ensayos de 90 minutos
la letalidad media fue del 99,86%, con un valor minimo de 96,94 y alcanzindose
el valor maximo del 100% en el 84% de los ensayos. En los ensayos de 60
minutos la letalidad media fue del 52,57%, con un valor minimo del 0 en dos
ensayos Y resultando inferior al 90% en el 83% de los ensayos.
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Tabla 14
Letalidad media de los microorganismos tras 60 y 90 minutos de exposicion
60 minutos 90 minutos

Pocillos expuestos (n) 18 61
Letalidad media (%) 52,5661 99,8672
Desviacién Estandar 30,4366 0,515894
Coeficiente de Variacion (%) 57,9015 0.51658
Valor minimo (%) 0 96,94
Valor maximo (%) 98,74 100,0

El estudio del posible efecto sobre la letalidad de los factores microorganismo e
inoculo se realizé considerando sélo los resultados de los ensayos de 60 minutos
(18 casos), dado que en la totalidad de los ensayos de 90 minutos la letalidad fue
del 100% o solo ligeramente inferior.

Para ello se realiz6 un andlisis de varianza multifactorial, siendo la variable
dependiente la letalidad y los factores de estudio “microorganismo” e “inéculo”
(Tabla 15). Ninguno de los dos factores analizados, microorganismo e inéculo,
tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la letalidad (p>0,05).
(“microorganismo” p=0,7697); indculo p=0,8524)

Tabla 15
Anova multifactorial-letalidad (tiempo= 60 minutos)

Suma de Grados Media

Cuadrados  libertad cuadréatica Razon-F  Valor-p

Efectos individuales

Microorganismo 627,261 2 313,631 0,27 0,7697
In6culo 916,536 3 305,512 0,26 0,8524
Residuos 14070,4 12 1172,54

Total, corregido 15748,6 17

Nota. Tabla de resultados del ANOVA. En la columna de la derecha se muestran los valores p de
los efectos individuales (microorganismo e in6culo). Se muestran los valores numéricos de la suma
de cuadrados, grados de libertad y los residuos para el célculo de los valores p.

En la Tabla 16 se recogen los valores medios (estimados por minimos cuadrados)
obtenidos para la letalidad para los tres microorganismos y para los cuatro
in6culos ensayados. Como hemos sefialado las diferencias entre estas medias no
resultaron estadisticamente significativas.
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Tabla 16
Medias por minimos cuadrados para la letalidad
Pacillos (n) Media

Media global 18 54,2842
Microorganismo
S. aureus 6 45,5092
P. aeruginosa 6 56,0908
C. albicans 6 61,2525
Concentracion (UFC/ml)
102 2 59,3017
108 6 55,3483
104 6 42,775
10° 4 59,7117

4.3 Efecto microbicida del medio BHI tras
exposicion al ANTP

Tal y como se describe en el punto 3.5, se expuso al plasma frio 50 ml de medio
de cultivo BHI en placa de Petri (medio expuesto) en dos experimentos diferentes
de 30 y 90 minutos. En cada uno de los experimentos se reservaron 50 ml de
medio de cultivo en la cdmara de flujo laminar (medio no expuesto).

Tras la exposicién, el medio de cultivo expuesto y el no expuesto, se dividieron
en alicuotas, se inocularon los cultivos con S. aureus, P. aeruginosay C. albicans
partiendo de una absorbancia de 0,02 e incubando a 37 °C en agitacion durante
24 horas. Cada hora se tomé una alicuota para medir la absorbancia de las
muestras experimento y control obteniendo las correspondientes curvas de
crecimiento. Como blanco para cada medicion se utilizé una alicuota del medio
BHI sin inocular
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4.3.1 Efecto de la exposicion de 30 minutos del medio
de cultivo BHI

En las Figuras 40, 41 y 42 se representan las curvas de crecimiento durante 24
horas en los medios de cultivo BHI expuestos durante 30 minutos y no expuestos
al plasma frio que previamente habian sido inoculados con S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans.

Se objetivo crecimiento de S. aureus en el medio BHI no expuesto (aumento de
la absorbancia), pero no hubo crecimiento en el medio de cultivo expuesto al
plasma frio durante 30 minutos (Figura 40).

Curva de crecimiento de S.aureus
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Horas 0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 24
S. Control 0,05 0,12 0,69 1,98 6,37 7 8,29 9,58 10,58 9,88 9,04 9,17 8
S. Expuesto 0,03 0,08 0,13 0,12 0,08 0,01 0 0 0 0,03 0,01 0,03 0,01

Figura 40. Curva de crecimiento de S. aureus (30 minutos). Efecto de la exposicion previa del
BHI al plasma frio durante 30 minutos sobre el crecimiento de S. aureus. Bajo la gréfica se
muestran los datos de absorbancia.

Como se aprecia en la Figura 41, se objetivo crecimiento de P. aeruginosa en el
medio BHI no expuesto (aumento de la absorbancia), pero no hubo crecimiento
en el medio de cultivo expuesto al plasma frio durante 30 minutos.
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Curva de crecimiento de P.aeruginosa
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Figura 41. Curva de crecimiento P. aeruginosa (30 minutos). Efecto de la exposicion previa
del BHI al plasma frio durante 30 minutos sobre el crecimiento de P. aeruginosa. Bajo la
grafica se muestran los datos de absorbancia.

En el caso de C. albicans se observé crecimiento en ambos medios de cultivo,
por lo que el medio activado por plasma con tiempo de exposicion de 30 minutos
no fue efectivo para impedir el crecimiento de C. albicans, aunque si se observo
una disminucion en la velocidad de crecimiento (Figura 42).
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Figura 42. Curva de crecimiento C. albicans (30 minutos). Efecto de la exposicion previa del
BHI al plasma frio durante 30 minutos sobre el crecimiento de C. albicans. Bajo la gréafica se
muestran los datos de absorbancia.

117



Resultados

Del analisis de las graficas podemos concluir que la exposicion al plasma frio del
medio de cultivo BHI durante 30 minutos disminuye drasticamente el crecimiento
de especies bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas. Sin embargo, apenas
se afecta el crecimiento de especies fingicas como C. albicans en el medio
expuesto.

4.3.2 Efecto de la exposicion de 90 minutos del medio
de cultivo

En las Figuras 43, 44 y 45 se presentan las curvas de crecimiento durante 24 horas
de los medios de cultivo BHI expuestos durante 90 minutos y no expuestos al
plasma frio que previamente habian sido inoculados con S. aureus, P. aeruginosa
y C. albicans.

Como se aprecia en la Figura 43, se observé crecimiento de S. aureus en el medio
BHI no expuesto, pero no hubo crecimiento en el medio de cultivo expuesto al
plasma frio durante 90 minutos.

Curva de crecimiento de S. aureus
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S. Expuesto 0,06 0,1 0,07 0,08 0,07 0,04 0,06 0,04 0,11 0,11 0,1 0,09 0,06 0,04

Figura 43. Curva de crecimiento S. aureus (90 minutos). Efecto de la exposicion previa del
BHI al plasma frio durante 90 minutos sobre el crecimiento de S. aureus. Bajo la grafica se
muestran los datos de absorbancia.

El mismo efecto microbicida sobre el medio se observé con P. aeruginosa
(Figura 44).
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Curva de crecimiento de P.aeruginosa
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Figura 44. Curva de crecimiento P. aeruginosa (90 minutos). Efecto de la exposicion previa del
BHI al plasma frio durante 90 minutos sobre el crecimiento de P. aeruginosa. Bajo la gréafica se
muestran los datos de absorbancia.

Como se aprecia en la Figura 45 se produjo crecimiento de C. albicans en el
medio de cultivo BHI no expuesto (aumento de la absorbancia), pero, a diferencia
de lo observado con tiempos de exposicién mas cortos (30 minutos), no hubo
crecimiento en el medio de cultivo expuesto al plasma frio durante 90 minutos

Curva de crecimiento de C. albicans
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Figura 45. Curva de crecimiento C. albicans (90 minutos). La exposicion durante 90 minutos
del medio expuesto de cultivo BHI (linea roja) impide el crecimiento de C. albicans. En el medio
no expuesto se observa un aumento de la absorbancia produciéndose el crecimiento. Bajo la grafica

se muestran los datos de absorbancia.
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Por lo tanto, la exposicion al plasma frio del medio de cultivo BHI durante 90
minutos disminuye dréasticamente el crecimiento tanto de especies fungicas como
bacterianas, ya que en todos los casos no se observé un aumento de densidad
Optica en el medio expuesto al plasma. Esto efecto pudo comprobarse también
visualmente, al constatar la ausencia de turbidez en los matraces que contenia
BHI expuesto durante 90 minutos al plasma frio (Figura 46).

Figura 46. Turbidez medios BHI. Ausencia y presencia de turbidez en los medios BHI expuestos
al plasma frio durante 90 min (matraces inferiores) y no expuestos al plasma (matraces superiores)
y posteriormente inoculados con C. albicans (izquierda), P. aeruginosa (centro) y de S. aureus
(derecha).
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4.4 Analisis, mediante microscopia confocal
laser de la viabilidad del biofilm de S. aureus,
P. aeruginosa y C. albicans tras su exposicion
al plasma frio a presion atmosférica

Para analizar los efectos sobre el biofilm de C. albicans se utiliz6 el kit
LIVE/DEAD® Yeast Viability (Invitrogen) y para el biofilm de S. aureus y P.
aeruginosa, el kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability (Invitrogen).
Ambos sistemas permiten la visualizacion de las células metabdlicamente activas.

El Kit de viabilidad para bacterias dispone de dos colorantes de acidos nucleicos,
SYTO® 9 de color verde-fluorescente y yoduro de propidio de color rojo-
fluorescente.

Ambos tienen caracteristicas espectrales especificas y capacidad para penetrar en
las células bacterianas en funcién de la integridad de las membranas celulares,
aquellas con las membranas celulares intactas se tifien en verde fluorescente,
mientras que las bacterias con las membranas comprometidas, que se consideran
muertas 0 moribundas, se visualizaran tefiidas de rojo fluorescente.

El kit de viabilidad para levaduras combina dos colorantes fluorescentes el FUN®
1 con el Calcofluor® White M2. Calcofluor White tifie la quitina de la pared
celular con fluorescencia azul independientemente del estado metabdlico. La
integridad de la membrana plasmaética y la actividad metabdlica de los hongos se
visualiza como fluorescencia rojo-naranja mediante el colorante FUN® 1. Si hay
integridad de membrana y la funcién metabdlica esta conservada, la tincion
intracelular verde fluorescente del FUN® 1 pasard a ser tincion intravacuolar rojo-
naranja.

4.4.1 Discos en seco

El desarrollo del experimento con los discos en seco esté descrito en el apartado
3.6 de material y métodos y el esquema de trabajo se describe en la Figura 27. El
tiempo de exposicion al plasma de los discos expuestos fue de 60 minutos.

En la Figura 47 se observa la letalidad cualitativa producida en el biofilm formado
sobre discos de cristal en seco de S. aureus. Es de destacar que ya existe letalidad
en los discos no expuestos por la ausencia de medio de cultivo durante los 60
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minutos de duracién del experimento (Figura 47 A). En los discos de S. aureus
expuestos al plasma se observa una ausencia de biofilm con algunos restos
celulares dispersos debido a la accion del plasma frio (Figura 47 B).

A: S. aureus disco no expuesto B: S. aureus disco expuesto
Figura 47. Microscopia confocal discos en seco (S. aureus).

En la Figura 48 se observa la letalidad cualitativa producida en el biofilm formado
sobre discos de cristal de P. aeruginosa formadas sobre discos de cristal en seco.
Al igual que con S. aureus ya existe letalidad en los discos no expuestos por la
ausencia de medio de cultivo durante los 60 minutos de duracion del experimento
(Figura 48 A). En los discos expuestos al plasma de P. aeruginosa se observa una
ausencia de biofilm con algunos restos celulares dispersos debido a la accién del
plasma frio (Figura 48 B).

A: P. aeruginosa disco no expuesto B: P. aeruginosa disco expuesto
Figura 48. Microscopia confocal en seco (P. aeruginosa).
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En la Figura 49 se observa la letalidad cualitativa producida en el biofilm formado
sobre discos de cristal en seco de C. albicans.

En la Figura 49A se observa la coloracion de la pared celular en azul, asi como
la existencia de puntos intravacuolares rojos-naranjas reflejo de la viabilidad de
C. albicans.

En la Figura 49B se observa la ausencia de conversion del marcador fluorescentes
FUN® 1, de fluorescente amarillo-verde a rojo-naranja dentro de las estructuras
intravacuolares, reflejando la ausencia de actividad metabdlica tras la exposicion
al plasma. Ademas, en las muestras expuestas al plasma frio se visualiza escasa
tincion azul de la quitina, lo que indica la desestructuracion de la pared celular de
las lavaduras por efecto del tratamiento.

A: C. albicans disco no expuesto B: C. albicans disco expuesto

Figura 49. Microscopia confocal en seco (C. albicans).

4.4.2 Discos en medio liquido

El desarrollo del experimento con los discos en medio liquido esté descrito en el
apartado 3.6 de material y métodos y el esquema de trabajo se describe en la
Figura 28. El tiempo de exposicion al plasma de los discos expuestos fue de 60
minutos.

En la figura 50 se observa la letalidad cualitativa producida en el biofilm formado
sobre discos de cristal de S. aureus suspendidos en medio liquido tras la
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exposicion al plasma. A los 60 minutos de exposicion se siguen observando
celulas viables de S. aureus, aunque se aprecia letalidad (Figura 50 B).

A: S. aureus disco no expuesto B: S. aureus disco expuesto

Figura 50. Microscopia confocal de discos en medio liquido (S. aureus).

En la figura 51 se aprecia la letalidad cualitativa producida en el biofilm de P.
aeruginosa formada sobre discos de cristal suspendidos en medio liquido tras la
exposicion al plasma. A los 60 minutos de exposicion la letalidad es casi
completa, aunque persisten algunas células viables (Figura 51 B).

A: P. aeruginosa disco no expuesto B: P. aeruginosa disco expuesto

Figura 51. Microscopia confocal de discos de cristal expuestos al ANTP en medio
liquido (P. aeruginosa).
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En la figura 52 se observa la letalidad cualitativa producida en el biofilm formado
de C. albicans sobre discos de cristal suspendidos en medio liquido tras la
exposicion al plasma frio. A los 60 minutos se observa Unicamente estructuras de
la pared celular marcadas en azul, pero hay ausencia de conversion de
fluorescente amarillo-verde a rojo-naranja reflejando la ausencia de actividad
metabolica y la letalidad de C. albicans tras la exposicién al plasma (Figura 52
B).

E: C. albicans disco no expuesto F: C. albicans disco expuesto

Figura 52. Microscopia confocal de discos en medio liquido (C. albicans).
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5.1 Actividad del ANTP sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans
formadas en discos de titanioy PTFE

La “disposicion espacial” utilizada de los discos de titanio y PTFE, dentro de la
camara, en relacion con los pares de electrodos no influye sobre la letalidad
producida en el biofilm. Pero, aunque no se observan diferencias estadisticamente
significativas entre sus cinco variantes, se puede apreciar ciertas singularidades
destacando el valor claramente inferior al resto de la “disposicion espacial” 3.
Estos hallazgos sugieren que las especies reactivas generadas dentro de la camara
se distribuyen espacialmente de manera uniforme.

En cuanto al tipo de “material” analizado se observan diferencias importantes
entre las letalidades observadas, siendo la letalidad superior en titanio que en
PTFE (p= 0,016). La media corregida de la letalidad para el titanio es de 91,3 %
frente a la letalidad en PTFE que es de 75,5% independientemente del tipo de
bacteria y tiempo. El efecto del material empleado como substrato del biofilm,
asi como la hidrofobicidad del aislado, también ha sido objetivado en diferentes
especies de Candida en otros trabajos; habitualmente, Candida spp. forman mas
biofilm en PTFE (hidr6fobo) que en titanio (hidrofilo) (187-189). Asimismo, en
biofilms de S. aureus las superficies hidréfilas y las cargas negativas en el
biomaterial generalmente muestran menos adhesion bacteriana que las hidréfobas
(61).

En nuestro estudio, la menor letalidad producida en los discos de PTFE se podria
explicar por la mayor formacion de biofilm sobre el PTFE debido a su elevada
hidrofobicidad lo que probablemente influya en la eficacia de las RONS. Uno de
los desafios actuales del plasma frio es la profundidad de penetracion del plasma
en el biofilm. Los limites de penetracion del plasma no s6lo dependen de la
biomasa sino también de su composicion molecular (que influye en la naturaleza
de la interaccién entre la matriz y las especies reactivas), pudiendo variar entre
microorganismos. Sin embargo, la prolongacion del tiempo de exposicion, como
se comentara mas adelante, incrementa la letalidad producida por las RONS en
materiales mas hidréfobos en los que se forma mayor cantidad de biofilm sobre
su superficie como el PTFE.
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No se observan diferencias significativas en las tasas de letalidad de los tres
microorganismos analizados después de la exposicion al ANTP; aunque la
letalidad es mayor en S. aureus (91 %) seguida de P. aeruginosa (83,5%), a
diferencia de algunos estudios que comunican mayor susceptibilidad de los
Gram-negativos (135). La letalidad en C. albicans es del 75,6 %.

En nuestro estudio se aprecian diferencias importantes entre las letalidades en
funcidn del tiempo de exposicién (p= 0,0166), siendo en promedio la letalidad
superior con tiempos de exposicion de 60 y 90 minutos (97,2% y 96,8%,
respectivamente).

También se observan diferencias estadisticamente significativas cuando se
analiza la interaccion “tiempo-material” (p = 0,009), indicando que el efecto del
tiempo de exposicion sobre la letalidad difiere segun el material analizado. En los
discos de titanio la letalidad es ya elevada para valores bajos de tiempo,
aumentando mas lentamente con el mismo; mientras que la letalidad en discos
de PTFE es muy baja con tiempos cortos y aumenta rapidamente con el tiempo
hasta ser similar a la constatada con titanio a los 60 y 90 minutos. Esto puede ser
debido a que la mayor hidrofobicidad del PTFE implica una mayor formacion de
biofilm y por lo tanto mayor tiempo de exposicion necesario para que las RONS
consigan la misma letalidad.

Al analizar la interaccion entre el tiempo de exposicion y el microorganismo
estudiado también se observan significativas (p=0,0467). Con S. aureus la
letalidad es alta, incluso con poco tiempo de exposicion (20 min), a diferencia de
lo observado con P. aeruginosa y C. albicans. Con P. aeruginosa la letalidad
alcanza su tasa mas alta a los 30 minutos; sin embargo, con C. albicans, el
incremento de la letalidad es mucho més lento, alcanzando sus valores maximos
a los 60 minutos. Estos datos revelan una mayor resistencia de C. albicans al
efecto de las RONS en comparacion con S. aureus y P. aeruginosa.

5.2 Actividad del ANTP sobre las celulas
planctonicas de S. aureus P. aeruginosay C.
albicans

Sobre las células planctdnicas, la diferencia de letalidad entre los 60 y 90 minutos
de exposicion es muy relevante. A los 90 minutos la letalidad media es del
99,86%, contrastando con la letalidad media observada a los 60 minutos
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(52,57%). Dado que en la totalidad de los ensayos la letalidad a los 90 minutos
fue practicamente del 100%, se realizo el analisis de varianza para la letalidad
tras un tiempo de exposicion de 60 minutos para el estudio del posible efecto de
del microorganismo e indculo, constatandose que ninguno de estos factores
influye significativamente sobre la letalidad.

Durante la experimentacién observamos que, con tiempos de 60 minutos, si
realizabamos la siembra en medio BHI inmediatamente después de exponer al
plasma las células planctonicas, crecian el mismo nimero de UFC/mI que en los
controles, pero si la siembra se realizaba al dia siguiente no se producia
crecimiento de colonias. Con tiempos de 90 minutos la siembra en medio BHI
inmediatamente después de la exposicion no producia crecimiento de colonias.

La exposicion al plasma frio del medio de cultivé genera una solucién activada
por plasma o PAM; por lo tanto, cuanto mayor es la demora en la siembra, mayor
es el tiempo de contacto de las RONS con las diferentes especies microbianas y
mayor es el efecto microbicida. Por otro lado, cuando aumenta el tiempo de
exposicion, se producen mayor cantidad de RONS y aumenta la transferencia de
dichas RONS de la camara al medio liquido y, consecuentemente, se produce
mayor letalidad.

Estos hallazgos sugieren que las RONS transferidas desde la camara a la fase
liquida no ejercen un efecto inmediato sobre las células planctonicas diluidas en
el medio, precisando de la interaccion de las células con las RONS para producir
letalidad.

5.3 Andlisis del efecto microbicida del medio
BHI tras su exposicion al ANTP

Recientemente, los medios activados por plasma (PAM) y el agua activada por
plasma (PAW) han sido ampliamente estudiados para muchas aplicaciones
biomédicas como medicina anticancerigena, antimetastasica, esterilizacion de
tejidos vivos, regenerativa, para favorecer la hemostasia e incluso como agente
de tratamiento dental. El plasma en las proximidades del agua o de los medios de
cultivo es capaz de crear soluciones activas que contienen RONS. Estas
soluciones permanecen estables a temperatura ambiente durante varios dias sin
dafiar el tejido sano (138).
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Para confirmar que la exposicion de un medio liquido al plasma genera una
solucién antimicrobiana, se expuso el medio de cultivo BHI directamente al
plasma frio y posteriormente se inocul6 con células plancténicas de S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans. Mediante espectrofotometria no se observa incremento
de la absorbancia en el medio expuesto durante 30 minutos e inoculado con S.
aureus y P. aeruginosa, revelando la ausencia de crecimiento de estos
microorganismos, que luego fue confirmada mediante resiembra en medio solido.
Sin embargo, con C. albicans se observa incremento de la absorbancia y, por
tanto, del crecimiento a partir de las dos horas, no siendo efectivo el PAM con
ese tiempo de exposicién. Por el contrario, exponiendo el medio BHI al plasma
frio durante 90 minutos no se observa incremento de la absorbancia ni
crecimiento de ninguno de los tres microorganismos analizados.

Por lo tanto, se ha podido demostrar la capacidad de la camara APPC-NTP para
activar medios de cultivo o soluciones biolégicas para su posterior uso como
antimicrobiano cuando el plasma frio no es posible aplicarlo directamente sobre
el objetivo biol6gico por ser zonas inaccesibles o cavidades amplias. En estas
situaciones, la aplicacion de soluciones liquidas activadas por plasma como
medios de cultivo (PAM) o agua (PAW) es una posibilidad atractiva en
desarrollo, como ya ha sido sugerido en otros estudios que han empleado liquidos
activados por plasma para la inactivacién de microorganismos (190-192).

5.4 Analisis, mediante microscopia confocal
laser, de la viabilidad del biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans tras su
exposicion al plasma frio a presion
atmosférica

Para objetivar cualitativamente el efecto del plasma frio en la viabilidad del
biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans, se form6 un biofilm sobre
discos de cristal durante 48 horas y luego se expusieron al plasma durante 60
minutos.

Mediante microscopia confocal laser se observa la desestructuracion completa
del biofilm, sobre cristal seco, de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans tras 60
minutos de exposicion al plasma. Sin embargo, en los biofilms producidos sobre
discos de cristal introducidos en medio liquido y expuesto al plasma durante 60
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minutos se siguen observando células viables de S. aureus y P. aeruginosa,
aunque la letalidad es casi completa para P. aeruginosa. Con C. albicans se
observa desestructuracion del biofilm y ausencia de actividad metabdlica tras la
exposicion al plasma.

Los resultados obtenidos sobre discos de cristal en medio liquido son compatibles
con los encontrados al exponer al ANTP las células plancténicas de S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans suspendidas en medio liquido durante 60 minutos. Las
RONS transferidas a la fase liquida precisan de la concentracion o tiempo de
contacto adecuados para producir letalidad sobre el biofilm formado sobre los
cristales expuestos al plasma o sobre las células planctdnicas.

5.5 Comentarios finales

Nuestros resultados son dificiles de comparar con los existentes en la literatura
ya que la camara de generacion de plasma utiliza unas condiciones de trabajo
que genera unas especies reactivas especificas, diferentes de las que se
producen en otros dispositivos. Ademas, la variabilidad de la composicion
quimica del ANTP depende del disefio del dispositivo, de los parametros
operativos del sistema, del gas utilizado, de su caudal en el caso de los jets, de la
humedad, la temperatura, el voltaje y la frecuencia (141).

De la misma manera, los principales factores que influyen en la eficacia de
inactivacion de las especies reactivas generadas son, entre otros, la composicion
quimica del plasma, el tipo de microorganismo, la formay tipo de exposicion, la
fase de crecimiento del biofilm y su distribucién espacial, los componentes de la
matriz y el sustrato sobre el que reside (193). Las bacterias Gram-negativas
generalmente son mas susceptibles al ANTP que las Gram-positivas, lo que
indica que el dafio inducido por el ANTP a la membrana celular y la pared celular
es un factor critico (135). Como ocurre con otros antimicrobianos, la respuesta
de las bacterias que crecen en el biofilm requiere un mayor tiempo de exposicion
antes de inactivarse (135).

Madltiples estudios con dispositivos diferentes y distintas configuraciones han
demostrado la capacidad antimicrobiana del ANTP contra el biofilm, la mayoria
de ellos en forma de jet (143,147,194-199). Todos ellos demuestran que los
biofilms bacterianos o fingicos, independientemente de la especie, son mas
resistentes a la inactivacion inducida por ANTP en comparacién con sus
homdlogos de células planctonicas.
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Existen estudios que han empleado la tecnologia DBD alejada del punto de
aplicacion demostrando su capacidad bactericida. Cotter et al. (200) evaluaron la
tasa de desinfeccion del ANTP remoto (DBD en el aire) en biofilms clinicamente
relevantes de S. aureus y S. epidermidis resistentes a la meticilina. Las cepas se
desarrollaron en forma de biofilm sobre superficies de vidrio y se analizaron en
un recipiente de desinfeccion alejado de la fuente de plasma. Las RONS se
inyectaron posteriormente en un recipiente de desinfeccion. Los recuentos de
UFC se redujeron 4 log para S. epidermidis y 5,5 log para S. aureus después de 1
hora de exposicién. Con tiempos de 90 minutos se consiguié una reduccién de
5,5 log en S. aureus resistente a la meticilina.

Golkowski et al. (201) investigaron el efecto antibiofilm de las especies reactivas
producidas por el DBD alimentadas con perédxido de hidrégeno en el biofilm de
E. coli. La produccion del plasma estaba alejada 3 metros de la zona de
desinfeccion y las especies reactivas se administraron a través de una corriente
de aire. Las UFC en el biofilm, que fueron expuestas directamente al efluente del
plasma, mostraron una reducciéon de 6 log después de una exposicion de 5
minutos. Los autores concluyeron que el efluente producido por el dispositivo fue
eficaz contra los biofilms, siempre que el objetivo estuviera completamente
inmerso en el efluente.

En nuestro trabajo se ha utilizado un sistema APPC-NTP dotado de 2 pares de
electrodos DBD tipo SMD, un par en la parte superior y otro en la parte inferior
de la cAmara. El plasma generado se produce en los dos pares de electrodos y las
especies reactivas se difunden en el interior de la cdmara interaccionando con las
muestras. Teniendo en cuenta los estudios anteriores se podria desarrollar un
sistema de extraccion de las RONS para su aplicacién a distancia en zonas donde
interese aplicar el plasma generado en la camara. Este disefio ofrece ventajas
sobre los dispositivos jet de aplicacién del plasma ya que estan limitados por la
extension de la superficie a tratar y su configuracion geométrica.

5.6 Limitaciones del estudio

El objetivo de esta tesis ha sido demostrar la capacidad antimicrobiana de la
camara de generacion de plasma a presion atmosférica APPC-NTP sobre biofilms
de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans y sobre sus respectivas células
planctonicas. Debido a que es un estudio in vitro, los resultados no son
extrapolables y no tienen aplicacion clinica directa.
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Es dificil comparar los resultados obtenidos con nuestro equipo con los obtenidos
con otros dispositivos. En la actualidad, no hay pruebas estandarizadas para
evaluar las nuevas tecnologias antibiofilm y no hay consenso sobre el beneficio
clinico de las pruebas de susceptibilidad del biofilm, lo que dificulta la
comparacion de los resultados con otros estudios (157).

Tampoco se dispone de medidas para comparar dosis de ANTP (potencia de
salida) por lo que es imposible ajustar dos dispositivos para fines de comparacion.
A pesar de todo, dispositivos generadores de plasma frio técnicamente muy
diferentes muestran efectos antimicrobianos muy similares siendo el mecanismo
de accion de las RONS independiente de la accién de antimicrobianos
convencionales.

Otra limitacion del estudio es la técnica de deteccion de la letalidad bacteriana
tras la exposicion al plasma. En nuestro trabajo, la letalidad se ha determinado
mediante el método de dilucion, siembra y recuento de las UFC. Con ese método
se corre el riesgo de la existencia de células viables no cultivables (VBNC) en
tiempos cortos de exposicion. La comprobacion de la ausencia de VBNC para los
tiempos utilizados la hemos realizado con el analisis de microscopia confocal de
exploracion laser.

Para salvar el desequilibrio en el disefio experimental “Actividad del ANTP sobre
biofilms de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formadas en discos de titanio
y PTFE” se realizo un ANOV A multifactorial con medias “corregidas” estimadas
por minimos cuadrados. Dicho analisis permitid evaluar el efecto individual y
conjunto de los factores implicados (“disposicion espacial de los discos”,
“tiempo”, “material” (titanio, PTFE) y “microorganismo” (S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans) sobre la variable dependiente cuantitativa, la letalidad
producida.

Aunque en el disefio experimental “Actividad del ANTP sobre las células
planctonicas de S. aureus P. aeruginosay C. albicans” existe un desequilibrio de
los factores “bacteria” y “concentracion” las medias para el factor “tiempo” son
contundentes. Para el estudio del posible efecto de dichos factores se realizé un
analisis de varianza multifactorial con medias corregidas considerando sélo los
resultados de los ensayos de 60 minutos. Se constatd que ninguno de los dos
factores ‘“bacteria” y “concentracion” tuvo un efecto estadisticamente
significativo sobre la letalidad .
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5.7 Lineas futuras de investigacion

Los resultados obtenidos en este trabajo sientan las bases para el desarrollo de
nuevas lineas de investigacion.

Una vez demostrada la actividad antimicrobiana de la APPC-NTP, sobre biofilms
y su capacidad de activacion de medios liquidos (PAM) se podria plantear el
estudio de su capacidad potencial para su utilizaciéon como cdmara de activacion
de soluciones o medios liquidos. Una posible aplicacion seria su uso en cavidades
sépticas amplias donde no es posible la utilizacién de otros medios de produccién
de plasma como los jets por su limitacion de superficie de exposicion. Existen
articulos de revisién donde se plantea el uso de los liquidos activados por plasma
en el campo de la cirugia ortopédica (202).

Ademas, se pueden disefiar estudios para dilucidar la naturaleza y los perfiles de
concentracion dependientes del tiempo de las especies reactivas generadas en
medios activados por plasma (PAM), asi como evaluar otros tipos de soluciones
ademas de los medios de cultivo o el agua. Conociendo la susceptibilidad de los
microorganismos al ANTP, parece interesante comprobarlo tratando las bacterias
con soluciones activadas por plasma (203). Estas soluciones son prometedoras ya
que se ha probado con éxito en ensayos in vitro e in vivo.

También seria interesante realizar estudios de toxicidad sobre células eucariotas
de las especies reactivas producidas en la camara (N I, N 111, O IlI, O IV, NO,
C2H40 y C;HsCHO) ya que las especies C;H4O y C,HsCHO no estan descritas
en otros estudios.

Otra linea de investigacion a desarrollar seria el realizar estudios in vivo en
animales, disefiando cavidades sépticas donde inyectar las RONS generadas en
la cAmara del plasma y valorar su capacidad antimicrobiana.
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Conclusiones

. La letalidad producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, formado durante 48 horas, tras la exposicion al plasma frio es méas
elevada en los discos de titanio que en los discos de PTFE.

. La disposicién espacial de los discos de titanio y PTFE, con biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans de 48 horas formadas en su superficie,
expuestos al plasma frio no influye en la letalidad.

. En promedio, la letalidad producida sobre el biofilm tras la exposicion al
plasma frio es més elevada para S. aureus y mas baja para C. albicans.

. La letalidad producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, formado durante 48 horas sobre discos de titanio y PTFE, tras la
exposicion al plasma se incrementa al aumentar el tiempo de exposicion
siendo mas elevada a los 60 y 90 minutos.

. El efecto del “tiempo” sobre la letalidad producida sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans, tras la exposicion al plasma frio difiere
segun el material donde se desarrolla el biofilm. La letalidad con PTFE es muy
baja en tiempos cortos, pero aumenta rapidamente hasta ser similar a la
observada con titanio a los 60 minutos.

. El efecto del “tiempo” sobre la letalidad producida sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans, tras la exposicion al plasma frio varia
segun el microorganismo. C. albicans es mas resistente al ANTP, alcanzando
la tasa mé&xima de letalidad a los 60 minutos.

. En células planctonicas de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans suspendidas
en medio liquido son necesarios 90 minutos de exposicion al plasma frio para
que las RONS interaccionen con los microorganismos y produzcan letalidad.

. La exposicion del medio de cultivo BHI al plasma frio durante 90 minutos
genera un medio de cultivo activado que impide el crecimiento de S. aureus,
P. aeruginosa y C. albicans.

. La microscopia confocal de exploracion laser permite confirmar de manera
cualitativa la letalidad producida sobre el biofilm de S. aureus, P. aeruginosa
y C. albicans formado durante 48 horas sobre discos de cristal tras la
exposicion al plasma frio dentro de la camara.
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Anexo

1 Formacion de especies reactivas del radical
hidroxilo OH' y mondxido de nitrogeno NO:

Radical hidroxilo (OH")

Monéxido de nitrégeno (NO-)

H,0+ e > H+OH +e"
H,0* + e~ > 'H+ OH
H,0+M > OH + H+ M
e+ 0,-e +0(CGP)+0(*D)
0('D) + H,0 > 2 OH:

3
N,+e” - NZ(A3Z Y+e”
n

3
N2(A3Z )+ H,0 » OH + N, + H
n

NO' + H,0 - OH' + NOy
0,+H - O0H +0

UV + H,0 - H,0"

UV + H,0" - H*+OH~
OH™ - OH + e~

N+ 0 - NO

N+ OH - NO +H
N+ 0, - NO +0
N,(A3ZD + NO, - NO-+0 + N,
N+0+M-NO+M
N+0, > NO +0
N+0; - NO +0,
N+05->NO+ 0
N+0,(’S) > NO' + 0
N"+0; - NO +0,
N;+ 0> NO +N
N3+ 0, - NO +0,

Oxigeno atémico (O)

Oxigeno singlete molecular (0,(*S))

e +0,->20+e”
0,+M"->20+M
0,+H—->O0H +0
0, +N,(AB,C) = 20 + N, (x)

e~ + 0, - 0,(*S)
0+0 - 0,(S)

Nitrégeno excitado (N*)

Superoéxido (03 )

e+ N, >N+ e”
e +N, >N+ N
07 +N, - 0,+ N+N

e +0,-> 03"
OH' + HO, —» 07"+ H,0
ONOO - NO' + 03~

Didxido de nitrogeno (NO,)

Ozono (Os)

2NO + 0, — 2NO,
HNO, + OH - HO, + NO,

02+O—)03

Nitritos (NO3)

Nitratos (NO3)

HNO, - NO; + H*
NO; + NO; + H,0 —» NO; + NO3 + H*
NO + NO, + H,0 - 2NO; + 2H*

HNO, - NO3 + H*

NO; + 03— NO3 + 0,

NO; + NO; + H,0 » NO; + NO3 + H*
ONOOH-> NO3 + 0,

Peroxinitrito (ONOO-)

03" + NO' > ONOO~
OH: + NO; » ONOO™ + H*
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2 Actividad del ANTP sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans
formadas en discos de titanio y PTFE.
Experimentos (1-13).

En las siguientes tablas se muestran los datos correspondientes a los 13
experimentos realizados para el analisis de la actividad del ANTP sobre biofilm
de S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans formadas en discos de titanio y PTFE.
En cada tabla se muestran los datos de los discos (control, ensayo), tipo de
microorganismo (S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans), biomaterial utilizado
(PTFE, titanio), UFC/2 mL, UFC/2 cm? el Logic UFC/cm? y la reduccién
logaritmica de las UFC/2 cm?entre el control y el ensayo.

EXPERIMENTO 1 (Exposicion al ANTP durante 30 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL UFC/cm2 Logio UFC/cm2 LoAgm
Control S. aureus PTFE 1.640.000 1.294.703 6,11 031
Ensayo S. aureus PTFE 800.000 631.562 5,80
Control S. aureus TITANIO 572.000 451.567 5,65 272
Ensayo S. aureus TITANIO 1.080 853 2,93
Control P. aeruginosa PTFE 140.800.000 111.154.970 8,05 213
Ensayo P. aeruginosa PTFE 1.040.000 821.031 591
Control P. aeruginosa TITANIO 281.600.000 222.309.939 8,35 2.49
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 920.000 726.297 5,86
Control C. albicans PTFE 3.920.000 3.094.655 6,49 225
Ensayo C. albicans PTFE 22.000 17.368 4,24 '
Control C. albicans TITANIO 170.000 134.207 5,13 0.93
Ensayo C. albicans TITANIO 19.800 15.631 4,19 '
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EXPERIMENTO 2 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2 Logio UFC/cm2 A Logyo
Control S. aureus PTFE 1540000 1215757 6,08 2,33
Ensayo S. aureus PTFE 7200 5684 3,75
Control S. aureus TITANIO 760000 599984 5,78 0,77
Ensayo S. aureus TITANIO 128000 101050 5,00
Control P. aeruginosa PTFE 130400000 102944659 8,01 5,70
Ensayo P. aeruginosa PTFE 260 205 2,31
Control P. aeruginosa TITANIO 164400000 129786058 8,11 4,26
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 9000 7105 3,85
Control C. albicans PTFE 380000 299992 5,48 2,52
Ensayo C. albicans PTFE 1160 916 2,96
Control C. albicans TITANIO 3500000 2763085 6,44 4,16
Ensayo C. albicans TITANIO 240 189 2,28

EXPERIMENTO 3 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2  Log;, UFC/cm2 Lc?gw
Control S. aureus PTFE 1320.000 10.42.078 6,02 248
Ensayo S. aureus PTFE 4.400 3.474 3,54
Control S. aureus TITANIO 1.080.000 852.609 5,93
Ensayo S. aureus TITANIO 0 0 0,00 >93
Control P. aeruginosa PTFE 5.400.000 42.63.046 6,63 663
Ensayo P. aeruginosa PTFE 0 0 0,00 '
Control P. aeruginosa TITANIO 142.00.000 11.210.231 7,05 7.05
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 0 0 0,00
Control C. albicans PTFE 132.000 104.208 5,02 175
Ensayo C. albicans PTFE 2.360 1.863 3,27
Control C. albicans TITANIO 2.260.000 1.784.164 6,25 206
Ensayo C. albicans TITANIO 2.500 1.974 3,30
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EXPERIMENTO 4 (Exposicion al ANTP durante 30 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL UFC/cm2  Log;o UFC/cm2 A Logyo
Control S. aureus PTFE 1320000 1042078 6,02 0
Ensayo S. aureus PTFE 4820000 3805163 6,58
Control S. aureus TITANIO 1080000 852609 5,93
Ensayo S. aureus TITANIO 800 632 0,00 593
Control P. aeruginosa PTFE 5400000 4263046 6,63 663
Ensayo P. aeruginosa PTFE 59600 47051 0,00
Control P. aeruginosa TITANIO 14200000 11210231 7,05 705
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 190000 149996 0,00 '
Control C. albicans PTFE 132000 104208 5,02
Ensayo C. albicans PTFE 594000 468935 5,67 065
Control C. albicans TITANIO 2260000 1784164 6,25
Ensayo C. albicans TITANIO 25600 20210 4,31 1,95

EXPERIMENTO 5 (Exposicion al ANTP durante 20 minutos)

Disco Microorganismo Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2  Logi UFC/cm2 A Logo
Control S. aureus PTFE 1.320.000 1.042.078 6,02 170
Ensayo S. aureus PTFE 26.200 20.684 4,32
Control S. aureus TITANIO 1.080.000 852.609 5,93
Ensayo S. aureus TITANIO 4.560 3.600 3,56 287
Control P. aeruginosa PTFE 5.400.000  4.263.046 6,63 0
Ensayo P. aeruginosa PTFE 6.340.000 5.005.131 6,70
Control P. aeruginosa TITANIO 14.200.000 11.210.231 7,05
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 6.640.000 5.241.967 6,72 033
Control C. albicans PTFE 132.000 104.208 5,02
Ensayo C. albicans PTFE 372.000 293.676 5,47 0
Control C. albicans TITANIO 2.260.000 1.784.164 6,25
Ensayo C. albicans TITANIO 39.600 31.262 4,50 L7
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EXPERIMENTO 6 (Exposicién al ANTP durante 60 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL UFC/cm2 Logi;o UFC/cm2 A Logio

Control S. aureus PTFE 13200000 10420778 7,02 3.48

Ensayo S. aureus PTFE 4400 3474 3,54

Control S. aureus TITANIO 1080000 852609 5,93 141

Ensayo S. aureus TITANIO 42000 33157 4,52

Control P. aeruginosa PTFE 10600000 8368201 6,92

Ensayo P. aeruginosa PTFE 0 0 0,00 692

Control P. aeruginosa TITANIO 14200000 11210231 7,05 705

Ensayo P. aeruginosa TITANIO 0 0 0,00

Control C. albicans PTFE 1320000 1042078 6,02 1,09

Ensayo C. albicans PTFE 13600 10737 4,03

Control C. albicans TITANIO 2260000 1784164 6,25 2,94

Ensayo C. albicans TITANIO 2580 2037 3,31
EXPERIMENTO 7 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial ~UFC/2mL  UFC/cm2  Logi UFC/cm2 A Logio

Control S. aureus PTFE 13200000 10420778 7,02

Ensayo S. aureus PTFE 1020 805 291 o

Control S. aureus TITANIO 1080000 852609 5,93

Ensayo S. aureus TITANIO 69000 54472 4,74 b9

Control P. aeruginosa PTFE 10600000 8368201 6,92

Ensayo P. aeruginosa PTFE 620 489 2,69 423

Control P. aeruginosa TITANIO 14200000 11210231 7,05

Ensayo P. aeruginosa TITANIO 68000 53683 4,73 282

Control C. albicans PTFE 1320000 1042078 6,02

Ensayo C. albicans PTFE 1340 1058 3,02 299

Control C. albicans TITANIO 2260000 1784164 6,25

Ensayo C. albicans TITANIO 2020000 1594695 6,20 0.05
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EXPERIMENTO 8 (Exposicion al ANTP durante 30 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL UFC/cm2  Logi;o UFC/cm2 A Logio

Control S. aureus TITANIO 7.600.000  5.999.842 6,78

Ensayo S. aureus TITANIO 374.000 295.255 5,47 1,31
Ensayo S. aureus TITANIO 42.800 33.789 4,53 2,25
Control S. aureus PTFE 5.960.000  4.705.139 6,67

Ensayo S. aureus PTFE 140.000 110.523 5,04 1,63
Ensayo S. aureus PTFE 2.520.000  1.989.421 6,30 0,37
Control P. aeruginosa TITANIO 2.220.000 1.752.585 6,24

Ensayo P. aeruginosa TITANIO 102.000 80.524 491 1,34
Ensayo P. aeruginosa TITANIO 20.200 15.947 4,20 2,04
Control P. aeruginosa PTFE 2.680.000 2.115.734 6,33

Ensayo P. aeruginosa PTFE 100.000 78.945 4,90 1,43
Ensayo P. aeruginosa PTFE 340.000 268.414 5,43 0,90
Control C. albicans TITANIO 4.960.000 3.915.686 6,59

Ensayo C. albicans TITANIO  4.080.000  3.220.968 6,51 0,08
Ensayo C. albicans TITANIO 1540000  1.215.757 6,08 0,51
Control C. albicans PTFE 500.000 394.726 5,60

Ensayo C. albicans PTFE 4.280.000 3.378.858 6,53 0
Ensayo C. albicans PTFE 1.940.000 1.531.539 6,19 0
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EXPERIMENTO 9 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL UFC/cm2 Uli_g?é;qz A Logo
Control S. aureus TITANIO 4.580.000 3.615.694 6,56
Ensayo A S. aureus TITANIO 6.560 5.179 3,71 2,84
Ensayo B S. aureus TITANIO 4.360 3.442 3,54 3,02
Control S. aureus PTFE 14.200.000 11.210.231 7,05
Ensayo A S. aureus PTFE 5.480.000 4.326.202 6,64 0,41
Ensayo B S. aureus PTFE 6.260.000 4.941.975 6,69 0,36
Control P. aeruginosa TITANIO 24.800.000 19.578.432 7,29
Ensayo A P. aeruginosa TITANIO 7.840.000 6.189.311 6,79 0,50
Ensayo B P. aeruginosa TITANIO 3.620.000 2.857.820 6,46 0,84
Control P. aeruginosa PTFE 77.600.000  61.261.546 7,79
Ensayo A P. aeruginosa PTFE 18.200.000 14.368.043 7,16 0,63
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 41.800.000 32.999.132 7,52 0,27
Control C. albicans TITANIO 392.000 309.466 5,49
Ensayo A C. albicans TITANIO 1.600.000 1.263.125 6,10 -0,61
Ensayo B C. albicans TITANIO 53.000 41.841 4,62 0,87
Control C. albicans PTFE 12.400.000 9.789.216 6,99
Ensayo A C. albicans PTFE 3.280.000 2.589.406 6,41 0,58
Ensayo B C. albicans PTFE 240.000 189.469 5,28 1,71
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EXPERIMENTO 10 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2  Logio UFC/cm2 A Logio
Control S. aureus TITANIO 27.600.000 21.788.900 7,34
Control S. aureus TITANIO 18.600.000 14.683.824 7,17
Ensayo A S. aureus TITANIO 3.800.000 2.999.921 6,48 0,78
Ensayo B S. aureus TITANIO 940.000 742.086 5,87 1,38
Control S. aureus PTFE 5.160.000 4.073.577 6,61
Control S. aureus PTFE 12.800.000 10.104.997 7,00
Ensayo A S. aureus PTFE 4.980.000 3.931.475 6,59 0,21
Ensayo B S. aureus PTFE 512.000 404.200 5,61 1,20
Control P. aeruginosa TITANIO 38.000.000 29.999.211 7,48
Control P. aeruginosa TITANIO 95.200.000 75.155.917 7,88
Ensayo A P. aeruginosa TITANIO 260.000 205.258 5,31 2,36
Ensayo B P. aeruginosa TITANIO 770.000 607.879 5,78 1,89
Control P. aeruginosa PTFE 52.200.000 41.209.442 7,61
Control P. aeruginosa PTFE 96.400.000 76.103.260 7,88
Ensayo A P. aeruginosa PTFE 1.100 868 2,94 4,81
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 8.960 7.073 3,85 3,90
Control C. albicans TITANIO 2.300.000 1.815.742 6,26
Control C. albicans TITANIO 5.780.000 4.563.038 6,66
Ensayo A C. albicans TITANIO 484.000 382.095 5,58 0,88
Ensayo B C. albicans TITANIO 230.000 181.574 5,26 1,20
Control C. albicans PTFE 366.000 288.940 5,46 2,19
Control C. albicans PTFE 4.700.000 3.710.429 6,57 0,86
Ensayo A C. albicans PTFE 8.400 6.631 3,82
Ensayo B C. albicans PTFE 180.000 142.102 5,15

172



Anexo

EXPERIMENTO 11 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2  Logi; UFC/cm2 A Log
Control S. aureus TITANIO 9.000.000 7.105.076 6,85
Control S. aureus TITANIO 1.100.000 868.398 5,94
Ensayo A S. aureus TITANIO 5.520 4.358 3,64 2,76
Ensayo B S. aureus TITANIO 56.000 44.209 4,65 1,75
Control S. aureus PTFE 17.600.000 13.894.371 7,14
Control S. aureus PTFE 19.200.000 15.157.496 7,18
Ensayo A S. aureus PTFE 29.400 23.210 4,37 2,80
Ensayo B S. aureus PTFE 56.400 44.525 4,65 2,51
Control P. aeruginosa TITANIO 4.440.000 3.505.171 6,54
Control P. aeruginosa TITANIO 976.000 770.506 5,89
Ensayo A P. aeruginosa TITANIO 2.760 2.179 3,34 2,88
Ensayo B P. aeruginosa TITANIO 180 142 2,15 4,06
Control P. aeruginosa PTFE 6.780.000 5.352.491 6,73
Control P. aeruginosa PTFE 528.000 416.831 5,62
Ensayo A P. aeruginosa PTFE 408.000 322.097 5,51 0,67
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 166.000 131.049 5,12 1,06
Control C. albicans TITANIO 318.000 251.046 5,40
Control C. albicans TITANIO 596.000 470.514 5,67
Ensayo A C. albicans TITANIO 140 111 2,04 3,49
Ensayo B C. albicans TITANIO 400 316 2,50 3,04
Control C. albicans PTFE 2.680.000 2.115.734 6,33
Control C. albicans PTFE 4.260.000 3.363.069 6,53
Ensayo A C. albicans PTFE 940 742 2,87 3,56
Ensayo B C. albicans PTFE 960 758 2,88 3,55
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EXPERIMENTO 12 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Disco Microorganismo  Biomaterial UFC/2mL  UFC/cm2  Logi UFC/cm2 A Logio
Control S. aureus TITANIO 1.180.000 931.554 5,97
Control S. aureus TITANIO 3.400.000 2.684.140 6,43
Ensayo A S. aureus TITANIO 1.420 1.121 3,05 3,15
Ensayo B S. aureus TITANIO 620 489 2,69 3,51
Control S. aureus PTFE 2.420.000 1.910.476 6,28
Control S. aureus PTFE 8.400.000 6.631.404 6,82
Ensayo A S. aureus PTFE 106.000 83.682 4,92 1,63
Ensayo B S. aureus PTFE 66.000 52.104 4,72 1,83
Control C. albicans TITANIO 176.000 138.944 5,14
Control C. albicans TITANIO 2.320.000 1.831.531 6,26
Ensayo A C. albicans TITANIO 20 16 1,20 4,50
Ensayo B C. albicans TITANIO 16.200 12.789 4,11 1,60
Control C. albicans PTFE 2.640.000 2.084.156 6,32
Control C. albicans PTFE 1.780.000 1.405.226 6,15
Ensayo A C. albicans PTFE 160.000 126.312 5,10 1,13
Ensayo B C. albicans PTFE 330.000 260.519 5,42 0,82
Control P. aeruginosa TITANIO 13.600.000  10.736.560 7,03
Control P. aeruginosa TITANIO 5.480.000 4.326.202 6,64
Ensayo A P. aeruginosa TITANIO 100 79 1,90 4,94
Ensayo B P. aeruginosa TITANIO 60 47 1,68 5,16
Control P. aeruginosa PTFE 10.400.000  8.210.310 6,91
Control P. aeruginosa PTFE 7.000.000 5.526.170 6,74
Ensayo A P. aeruginosa PTFE 31.800 25.105 4,40 2,43
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 1.120 884 2,95 3,88
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EXPERIMENTO 13 (Exposicion al ANTP durante 45 minutos)

Microorganism

Biomateria

UFC/cm

Disco o | UEC/2mL 2 Logio UFC/cm2 A Logo

Control A S. aureus TITANIO 130.000 102.629 5,01
Control B* S. aureus TITANIO

Ensayo A S. aureus TITANIO 20.800 16.421 4,22 0,80
Ensayo B S. aureus TITANIO 0 0 Esterilidad Esterilidad
Control A S. aureus PTFE 5.360.000  4.231.468 6,63

Control B S. aureus PTFE 2.120.000 1.673.640 6,22

Ensayo A S. aureus PTFE 21.400 16.894 4,23 2,20
Ensayo B S. aureus PTFE 4.540 3.584 3,55 2,87
Control A C. albicans TITANIO 782.000 617.352 5,79

Control B C. albicans TITANIO 600 474 2,68

Ensayo A C. albicans TITANIO 260 205 2,31 1,92
Ensayo B C. albicans TITANIO 300 237 2,37 1,86
Control A C. albicans PTFE 700.000 552.617 5,74

Control C. albicans PTFE 44.200 34.894 4,54

Ensayo A C. albicans PTFE 15.800 12.473 4,10 1,05
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 12.400 9.789 3,99 1,15
Control A P. aeruginosa TITANIO 64.000 50.525 4,70

Control B P. aeruginosa TITANIO 7.520.000 5.936.686 6,77

Ensayo A P. aeruginosa TITANIO 100 79 1,90 3,84
Ensayo B P. aeruginosa TITANIO 240 189 2,28 3,46
Control A P. aeruginosa PTFE 2.240.000 1.768.375 6,25

Control B P. aeruginosa PTFE 7.200.000 5.684.061 6,75

Ensayo A P. aeruginosa PTFE 59.000 46.578 4,67 1,83
Ensayo B P. aeruginosa PTFE 66.200 52.262 4,72 1,78
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3 Actividad del ANTP sobre el biofilm de S.
aureus, P. aeruginosa y C. albicans
formadas en discos de titanioy PTFE. Datos
de letalidad.

En la siguiente tabla se muestran los datos de letalidad en porcentaje que se ha
utilizado para el andlisis estadistica ANOVA multifactorial. Se muestran los
datos correspondientes al nimero de experimento, disposicién espacial de los
discos, tipo de material (titanio, PTFE), microorganismo (S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans), tiempo de exposicion al plasma, recuento de UFC/ cm?
en los discos no expuestos, recuento de UFC/cm? en los discos expuestos y la
letalidad en %.

Para el célculo de la letalidad usamos la siguiente formula

UFC disco no expuesto

UFC disco expuesto
1. Letalidad = 100 — <¢) * 100

sz

ufc
2. Siendo ”—Fﬁ = <A2> dato, que se muestran en la tabla previa
cm 1,2667 cm
Datos de letalidad

Disposicién _ _ , _ Recuento  Recuento - lidad

Ensayo espacial Material ~ Microorganismo  Tiempo UEC/cm? UFC/cm? %
control expuesto

1 1 Titanio S. aureus 30 451.567 853 99,81
1 1 Titanio P. aeruginosa 30 222.309.939 726.297 99,67
1 1 Titanio C. albicans 30 134.207 15.631 88,35
1 1 PTFE S. aureus 30 1.294.703 631.562 51,22
1 1 PTFE P. aeruginosa 30 111.154.970 821.031 99,26
1 1 PTFE C. albicans 30 3.094.655 17.368 99,44
2 2 Titanio S. aureus 45 599.984 101.050 83,16
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Recuento Recuento

Ensayo Disposif:ién Material  Microorganismo  Tiempo UFC/cm? UFC/cm? Letz;lidad
espacial control expuesto &
2 2 Titanio P. aeruginosa 45 129.786.058 7.105 99,99
2 2 Titanio C. albicans 45 2.763.085 189 99,99
2 2 PTFE S. aureus 45 1.215.757 5.684 99,53
2 2 PTFE P. aeruginosa 45 102.944.659 205 100,00
2 2 PTFE C. albicans 45 299.992 916 99,69
3 2 Titanio S. aureus 45 852.609 0 100,00
3 2 Titanio P. aeruginosa 45 11.210.231 0 100,00
3 2 Titanio C. albicans 45 1.784.164 1.974 99,89
3 2 PTFE S. aureus 45 1.042.078 3.474 99,67
3 2 PTFE P. aeruginosa 45 4.263.046 0 100,00
3 2 PTFE C. albicans 45 104.208 1.863 98,21
4 2 Titanio S. aureus 30 852.609 632 99,93
4 2 Titanio P. aeruginosa 30 11.210.231 149.996 98,66
4 2 Titanio C. albicans 30 1.784.164 20.210 98,87
4 2 PTFE S. aureus 30 1.042.078 3.805.163 0
4 2 PTFE P. aeruginosa 30 4.263.046 47.051 98,90
4 2 PTFE C. albicans 30 104.208 468.935 -350,00
5 2 Titanio S. aureus 20 852.609 3.600 99,58
5 2 Titanio S. aureus 60 852.609 33.157 96,11
5 2 Titanio P. aeruginosa 20 11.210.231 5.241.967 53,24
5 2 Titanio P. aeruginosa 60 11.210.231 0 100,00
5 2 Titanio C. albicans 20 1.784.164 31.262 98,25
5 2 Titanio C. albicans 60 1.784.164 2.037 99,89
5 2 PTFE S. aureus 20 10.420.778 20.684 99,80
5 2 PTFE S. aureus 60 10.420.778 33.157 99,68
5 2 PTFE P. aeruginosa 20 4.263.046 5.005.131 0
5 2 PTFE P. aeruginosa 60 4.263.046 0 100,00
5 2 PTFE C. albicans 20 104.208 293.676 0
5 2 PTFE C. albicans 60 1.042.078 10.737 98,97
6 2 Titanio S. aureus 48 852.609 54.472 93,61
6 2 Titanio P. aeruginosa 48 11.210.231 53.683 99,52
6 2 Titanio C. albicans 48 1.784.164 1.594.695 10,62
6 2 PTFE S. aureus 48 1.042.078 805 99,92
6 2 PTFE P. aeruginosa 48 4.263.046 489 99,99
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. L. Recuento Recuento
Ensayo D|sp03|f:|0n Material  Microorganismo  Tiempo UFC/cm? UFC/cm? Letz;lidad

espacial control expuesto &
6 2 PTFE C. albicans 48 104.208 1.058 98,98
7 3 Titanio S. aureus 30 5.999.842 164.522 97,26
7 3 Titanio P. aeruginosa 30 1.752.585 48.236 97,25
7 3 Titanio C. albicans 30 3.915.686 2.218.363 43,35
7 3 PTFE S. aureus 30 4.705.139 1.049.972 77,68
7 3 PTFE P. aeruginosa 30 2.115.734 173.680 91,79
7 3 PTFE C. albicans 30 394.726 2.455.199 0
8 3 Titanio S. aureus 45 3.615.694 4.310 99,88
8 3 Titanio P. aeruginosa 45 19.578.432 4.523.565 76,90
8 3 Titanio C. albicans 45 309.466 652.483 0
8 3 PTFE S .aureus 45 11.210.231  4.634.089 58,66
8 3 PTFE P. aeruginosa 45 61.261.546  23.683.587 61,34
8 3 PTFE C. albicans 45 9.789.216 1.389.437 85,81
9 4 Titanio S .aureus 45 18.236.362  1.871.003 89,74
9 4 Titanio P. aeruginosa 45 52.577.564 406.568 99,23
9 4 Titanio C. albicans 45 3.189.390 281.835 91,16
9 4 PTFE S. aureus 45 7.089.287 2.167.838 69,42
9 4 PTFE P. aeruginosa 45 58.656.351 3.971 99,99
9 4 PTFE C. albicans 45 1.999.684 74.366 96,28
10 5 Titanio S. aureus 60 3.986.737 24.284 99,39
10 5 Titanio P. aeruginosa 60 2.137.838 1.160 99,95
10 5 Titanio C. albicans 60 360.780 213 99,94
10 5 PTFE S .aureus 60 14.525.934 33.868 99,77
10 5 PTFE P. aeruginosa 60 2.884.661 226.573 92,15
10 5 PTFE C. albicans 60 2.739.402 750 99,97
11 5 Titanio S. aureus 60 1.807.847 805 99,96
11 5 Titanio P. aeruginosa 60 7.531.381 63 100,00
11 5 Titanio C. albicans 60 985.237 6.402 99,35
11 5 PTFE S. aureus 60 4.270.940 67.893 98,41
11 5 PTFE P. aeruginosa 60 6.868.240 12.994 99,81
11 5 PTFE C. albicans 60 1.744.691 193.416 88,91
12 5 Titanio S. aureus 120 102.629 8.210 92,00
12 5 Titanio P. aeruginosa 120 2.993.605 134 100,00
12 5 Titanio C. albicans 120 308.913 197 99,94
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Recuento Recuento

Ensayo Disposif:ién Material  Microorganismo  Tiempo UFC/cm? UFC/cm? Letz;lidad
espacial control expuesto &

12 5 PTFE S. .aureus 120 2.952.554 10.239 99,65

12 5 PTFE P. aeruginosa 120 3.726.218 49.420 98,67

12 5 PTFE C. albicans 120 293.755 11.131 96,21

4 Actividad del ANTP sobre las células
planctonicas de S. aureus P. aeruginosa y C.
albicans. Datos de letalidad.

En la siguiente tabla se muestran los datos de letalidad en porcentaje
correspondientes a la exposicion al ANTP de células plancténicas de S. aureus P.
aeruginosa y C. albicans. Se muestran los datos correspondientes al nimero de
experimento, discos (control, ensayo), microorganismo (S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans), tiempo de exposicion al plasma, concentracion,
recuento de UFC/ ml en los discos expuestos y no expuestos, A Logl0 entre
discos expuestos y no expuestos y la letalidad en %.

Para el calculo de la letalidad usamos la siguiente férmula:

UFC Colonias enumeradas . .,
— = ( ) * Factor de diluciéon

ml 0,1 ml sembrados

UFC disco problema
2. Letalidad = 100 — < ml ) * 100

UFC disco control
ml
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Ensayo Tipo de Mic'ro- Tiempo Concentracion Recuento A Logl0 Le;?j“d
muestra organismos (UFC/ml) %

1 Control . aureus 90 108 139.000.000
1 Ensayo . aureus 90 108 120 6,06 100,00
1 Ensayo . aureus 90 108 290 5,68 100,00
1 Ensayo . aureus 90 108 2.300 4,78 100,00
1 Control . aureus 90 107 9.500.000
1 Ensayo . aureus 90 107 220 4,64 100,00
1 Ensayo . aureus 90 107 4.900 3,29 99,95
1 Ensayo . aureus 90 107 5.200 3,26 99,95
1 Control . aureus 90 108 2.700.000
1 Ensayo . aureus 90 106 40 4,83 100,00
1 Ensayo . aureus 90 106 620 3,64 99,98
1 Ensayo . aureus 90 106 1.820 3,17 99,93
1 Control . aureus 90 10° 25.000
1 Ensayo . aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
1 Ensayo . aureus 90 10° 150 2,22 99,40
1 Ensayo . aureus 90 10° 170 2,17 99,32
1 Control . aureus 90 10* 2.560
1 Ensayo . aureus 90 104 0 Esterilidad 100,00
1 Ensayo . aureus 90 104 60 1,63 97,66
1 Ensayo . aureus 90 104 30 1,93 98,83
1 Control . aureus 90 10° 380
1 Ensayo . aureus 90 103 0 Esterilidad 100,00
1 Ensayo . aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
1 Ensayo . aureus 90 108 0 Esterilidad 100,00
2 Control . aureus 60 10° 494.000
2 Ensayo . aureus 60 10° 216.000 0,36 56,28
2 Control . aureus 60 10* 58.000
2 Ensayo . aureus 60 104 36.800 0,20 36,55
2 Control . aureus 60 103 7.600
2 Ensayo . aureus 60 108 3.140 0,38 58,68
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Ensayo Tipo de Mic'ro- Tiempo Concentracion Recuento A Logl0 Le;?j“d
muestra organismos (UFC/ml) %

2 Control P. aeruginosa 60 10° 240.000
2 Ensayo P. aeruginosa 60 10° 201.000 0,08 16,25
2 Control P. aeruginosa 60 10* 22.900
2 Ensayo P. aeruginosa 60 104 23.600 -0,01 -3,06
2 Control P. aeruginosa 60 103 2.520
2 Ensayo P. aeruginosa 60 108 2.040 0,09 19,05
2 Control C. albicans 60 104 29.400
2 Ensayo C. albicans 60 104 14.300 0,31 51,36
2 Control C. albicans 60 103 3.030
2 Ensayo C. albicans 60 10° 1.280 0,37 57,76
2 Control C. albicans 60 102 340
2 Ensayo C. albicans 60 102 180 0,28 47,06
3 Control S. aureus 60 10° 330.000
3 Ensayo S. aureus 60 10° 148.000 0,35 55,15
3 Control S. aureus 60 10* 14.000
3 Ensayo S. aureus 60 104 14.200 -0,01 -1,43
3 Control S. aureus 60 10° 3.300
3 Ensayo S. aureus 60 108 1.440 0,36 56,36
3 Control P. aeruginosa 60 10° 130.000
3 Ensayo P. aeruginosa 60 10° 3.600 1,56 97,23
3 Control P. aeruginosa 60 104 23.000
3 Ensayo P. aeruginosa 60 104 290 1,90 98,74
3 Control P. aeruginosa 60 108 1.470
3 Ensayo  P.aeruginosa 60 10° 70 1,32 95,24
3 Control C. albicans 60 10* 30.000
3 Ensayo C. albicans 60 104 9.000 0,52 70,00
3 Control C. albicans 60 10° 1.000
3 Ensayo C. albicans 60 108 550 0,26 45,00
3 Control C. albicans 60 10? 620
3 Ensayo C. albicans 60 102 90 0,84 85,48
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Ensayo Tipo de Mic'ro- Tiempo Concentracion Recuento A Logl0 Le;?j“d
muestra organismos (UFC/ml) %

4 Control S. aureus 90 10° 292.000
4 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
4 Control S. aureus 90 10* 29.200 Esterilidad
4 Ensayo S. aureus 90 104 0 Esterilidad 100,00
4 Control S. aureus 90 10° 5.840 Esterilidad
4 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
4 Control P. aeruginosa 90 10° 990.000
4 Ensayo P. aeruginosa 90 10° 0 Esterilidad 100,00
4 Control P. aeruginosa 90 104 99.000
4 Ensayo  P. aeruginosa 90 10 0 Esterilidad 100,00
4 Control  P. aeruginosa 90 108 9.900 Esterilidad
4 Ensayo  P.aeruginosa 90 10° 0 Esterilidad 100,00
4 Control C. albicans 90 10* 29.000 Esterilidad
4 Ensayo C. albicans 90 10* 0 Esterilidad 100,00
4 Control C. albicans 90 10° 9.800 Esterilidad
4 Ensayo C. albicans 90 10° 0 Esterilidad 100,00
4 Control C. albicans 90 102 420 Esterilidad
4 Ensayo C. albicans 90 10? 0 Esterilidad 100,00
5 Control S. aureus 90 108 339.000.000
5 Ensayo S. aureus 90 108 70 6,69 100,00
5 Control S. aureus 90 107 39.900.000
5 Ensayo S. aureus 90 107 0 Esterilidad 100,00
5 Control S. aureus 90 108 1.770.000 Esterilidad
5 Ensayo S. aureus 90 100 0 Esterilidad 100,00
5 Control S. aureus 90 10° 25.000 Esterilidad
5 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
5 Control S. aureus 90 10* 7.000 Esterilidad
5 Ensayo S. aureus 90 10 0 Esterilidad 100,00
5 Control S. aureus 90 10° 30
5 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
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Ensayo Tipo de Mic'ro- Tiempo Concentracion Recuento A Logl0 Le;?j“d
muestra organismos (UFC/ml) %

5 Control  P. aeruginosa 90 108 153.000.000  Esterilidad
5 Ensayo  P. aeruginosa 90 108 0 Esterilidad 100,00
5 Control P. aeruginosa 90 107 28.000.000
5 Ensayo P. aeruginosa 90 107 20 6,15 100,00
5 Control P. aeruginosa 90 108 3.180.000
5 Ensayo P. aeruginosa 90 108 0 Esterilidad 100,00
5 Control P. aeruginosa 90 10° 17.000
5 Ensayo  P. aeruginosa 90 10° 0 Esterilidad 100,00
5 Control  P. aeruginosa 90 10* 600 Esterilidad
5 Ensayo  P. aeruginosa 90 10 0 Esterilidad 100,00
5 Control  P. aeruginosa 90 10° 140 Esterilidad
5 Ensayo  P. aeruginosa 90 103 0 Esterilidad 100,00
5 Control C. albicans 90 108 7.000.000 Esterilidad
5 Ensayo C. albicans 90 108 214.000 1,51 96,94
5 Control C. albicans 90 107 200.000
5 Ensayo C. albicans 90 107 130 3,19 99,94
5 Control C. albicans 90 108 16.000
5 Ensayo C. albicans 90 108 0 Esterilidad 100,00
5 Control C. albicans 90 10° 1.000 Esterilidad
5 Ensayo C. albicans 90 10° 0 Esterilidad 100,00
5 Control C. albicans 90 10* 380 Esterilidad
5 Ensayo C. albicans 90 10 0 Esterilidad 100,00
5 Control C. albicans 90 10° 0 Esterilidad
5 Ensayo C. albicans 90 10° 0 Esterilidad #i%:w
6 Control S. aureus 90 108 172.000.000
6 Ensayo S. aureus 90 108 0 Esterilidad 100,00
6 Control S. aureus 90 107 51.500.000 Esterilidad
6 Ensayo S. aureus 90 107 0 Esterilidad 100,00
6 Control S. aureus 90 108 1.240.000 Esterilidad
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Ensayo Tipo de Mic'ro- Tiempo Concentracion Recuento A Logl0 Le;?j“d
muestra organismos (UFC/ml) %

6 Ensayo S. aureus 90 108 0 Esterilidad 100,00
6 Control S. aureus 90 10° 70.000 Esterilidad
6 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
6 Control S. aureus 90 104 3.600
6 Ensayo S. aureus 90 10* 0 Esterilidad 100,00
6 Control S. aureus 90 10° 280
6 Ensayo S. aureus 90 10° 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 108 27.000.000 Esterilidad
6 Ensayo  P. aeruginosa 90 108 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 107 10.100.000 Esterilidad
6 Ensayo  P. aeruginosa 90 107 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 106 4.930.000 Esterilidad
6 Ensayo  P.aeruginosa 90 100 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 10° 16.100 Esterilidad
6 Ensayo  P.aeruginosa 90 10° 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 104 1.200
6 Ensayo  P.aeruginosa 90 10* 0 Esterilidad 100,00
6 Control  P. aeruginosa 90 10° 170 Esterilidad
6 Ensayo P. aeruginosa 90 103 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 108 2.300.000 Esterilidad
6 Ensayo C. albicans 90 108 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 107 120.000 Esterilidad
6 Ensayo C. albicans 90 107 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 106 39.000 Esterilidad
6 Ensayo C. albicans 90 100 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 10° 1.500 Esterilidad
6 Ensayo C. albicans 90 10° 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 10* 9.000 Esterilidad
6 Ensayo C. albicans 90 10 0 Esterilidad 100,00
6 Control C. albicans 90 103 0 Esterilidad
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Tipo de Mi Recuento Letalid
Ensayo P lero- Tiempo Concentracion A Logl0 ad
muestra organismos (UFC/ml) %

6 Ensayo C. albicans 90 103 0 Esterilidad 100,00
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