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RESUMEN

La adhesion bacteriana sobre superficies de los materiales puede conducir al desarrollo de biope-
liculas responsables de infecciones en pacientes. Una detallada comprensién de los mecanismos invo-
lucrados en la adhesion bacteriana puede facilitar el desarrollo de superficies “antibacterianas”. En los
Ultimos afos el avance por generar nuevos materiales y estrategias que combatan las infecciones en
implantes esta creciendo.

El proyecto intenta aplicar técnicas microfluidicas, microscépicasy de procesamiento de imagen para
investigar los procesos de interaccion entre bacterias y superficies. Los primeros pasos para consolidar
este tipo de lineas innovadores en FIUNER requirieron desarrollar protocolos para observar distintos
procesos biolégicos a microescala usando diferentes técnicas microscépicas y adaptando el desarrollo
de dispositivos microfluidicos a la infraestructura disponible. El desarrollo del proyecto permiti6 estu-
diar otros problemas que involucran sistemas microbiolégicos, y gracias al enfoque biofisico se pudieron
determinar y caracterizar el transporte y las dinamicas involucradas en este tipo particular de suspen-
siones activas. Durante el proyecto se estudié el desarrollo de biopeliculas en sustratos semisélidos y
sélidos, se determiné la movilidad de diferentes cepas bacterianas y células eucariotas y también se
propusieron soluciones mediante el modelado de este tipo de sistemas.

Palabras clave: Biopeliculas, interacciones material-bacterias, influencia campo eléctrico y células,
microfluidic, microdispositivos, microscopia, bioimagenes
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Objetivos propuestos y cumplidos

El presente trabajo de investigacion pretende desarrollar dispositivos que permitan estudiar de for-
ma sistematizada las interacciones bacterianas con superficies metalicas, con el objetivo de dar re-
spuesta a aspectos alun desconocidos de la formacién de biopeliculas y del proceso infeccioso de préte-
sis metalicas utilizadas tanto en osteosintesis como en reemplazo articular.

El proyecto logré en gran medida avanzar la investigacién sobre diferentes aspectos basicos relacio-
nados a las interacciones de bacterias con superficies utilizadas en el campo de los biomateriales y la
formacioén de biopeliculas. También se logré avanzar en el estudio de la interaccién de campos eléctri-
cos y células bacterianas.

Con este proyecto se logré adquirir equipamientos especificos para la fabricacién de microdispositi-
vos, expandiendo asi las capacidades del grupo. Esto permiti6 brindar servicios de asistencia a un grupo
de investigacién de la Universidad Nacional de Cérdoba y a la empresa startup Selectivity dedicada a
facilitar el acceso al tratamiento de fertilidad. También se comenzé a colaborar con otros investigadores
de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Entre Rios (FIUNER) y el Instituto de Investi-
gacion y Desarrollo en Bioingenieria y Bioinformatica (IBB). El desarrollo de dispositivos microfluidicos
permiti6 estudiar la evolucién de los fenémenos de acumulacién bacteriana y formacion de biopeliculas
en superficies curvas que se vieron reflejadas en publicaciones.

Para el estudio de procesos bacterianos se logré generar protocolos adaptados a las facilidades de
LAMAE para poder conservar y replicar cultivos bacterianos de cepas de Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus. Ademas, se caracterizaron los crecimientos de las biopeliculas de cada cepa
en medio de cultivo LB agar. Estas experiencias, ademas, permitieron proyectar mejoras en el area de
docencia de grado al implementar trabajos practicos de laboratorio durante el cursado de Biomateri-
ales y Biocompatibilidad tanto para el manejo de cultivo bacterianos con buenas practicas para evitar
contaminaciones con otros microorganismos ambientales como asi también observar el efecto de ester-
ilizacion de piezas metalicas mediante antibioticos y el efecto de la rugosidad superficial.

La caracterizacién de diferentes procesos de transporte en suspensiones biolégicas dentro de cana-
les microfluidicos y la adhesion bacteriana se logré gracias al analisis de imagenes obtenido por difer-
entes técnicas microscopicas. Estos analisis involucraron el seguimiento (o en inglés “tracking”) individu-
al de células moviles (tanto de Escherichia coli como de células coanoflageladas) y la cuantificacion de
intensidades fluorescentes de bacterias marcadas adheridas a la superficie.

En colaboracién con el Prof. Mario Spector, quien esta desarrollando la tesis doctoral bajo la direc-
cion del Dr. Mifio, se comenzé con el estudio de la interaccion de suspensiones de levaduras sometidas
a campos eléctricos.

El proyecto permitio fortalecer las lineas de investigacion propuestas que se ven reflejadas en la for-
macioén de recursos de alumnos de grado, de la maestria y del doctorado. Ademas, se generaron nuevas
colaboraciones ampliandose a otras areas de investigacién con integrantes de FIUNER e IBB, y unidades
académicas de Buenos Aires y Cérdoba.

La participacion a congresos nacionales e internaciones en el area de Microfluidica, Microbiologia y
Materia Blanda dan cuenta de un abordaje interdisciplinario de esta tematica actual. Las publicaciones
cientificas durante el proyecto han permitido plasmar los avances logrados y han dado antecedente a
las colaboraciones que se estan llevando a cabo.

Marco tedrico y metodolégico
Las infecciones relacionadas con prétesis son complicaciones graves en pacientes que han sufrido

cirugias de remplazo articular o de fijacion de fracturas mediante la utilizacién de placas o clavos. Las
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infecciones relacionadas con este tipo de dispositivos son dificiles de erradicar y a veces requieren de
cirugias restauradoras (Song, et al., 2015, Mountcastle et al,, 2021). De aqui que el paciente puede sufrir
hasta tres intervenciones (primera implantacion, extraccion de la prétesis infectada y reimplantacién de
otra prétesis). Este proceso muy perjudicial para el paciente produce asimismo un alto costo en los sis-
temas de salud. Segln el Boletin Epidemiologico Periddico del Ministerio de Salud de la Nacion (2007),
en el afio 2006 se registraron entre 9,21% y 8,33% infecciones en cirugias de reemplazo articulacién de
cadera y rodilla, respectivamente. Hace casi una década se estimaba que las cifras de pacientes con
infecciones en protesis aumentarian debido a que, al momento del estudio, se esperaba que el nimero
de pacientes mayores a 50 afios con enfermedades 6seas se iba a duplicar (Ribeiro et al. 2012). Estudios
realizados en la Clinica Santa Isabel en Buenos Aires, revelaron que los factores de riesgos que podrian
producir infecciones del sitio quirlrgico estan relacionados a la edad del paciente (>55 afios), la inmu-
nosupresion, y tiempos quirdrgicos requeridos para su realizacién (Ortiz et al,, 2014). Un reciente estu-
dio realizado en una clinica de Cérdoba indic6 que, de 181 cirugias de artroplastia de cadera, el 12,7%
desarrollaron infecciones post quirtrgicas (Buasso et al,, 2020). En la escala mundial hay estudios que
muestran un incremento de infecciones en cirugias de reemplazo total de rodillas en Estados Unidos
(Lachman et al,, 2018).

Las infecciones asociadas a implantes son el resultado de la adhesién bacteriana a la superficie de la
protesis y la subsecuente formacién de biopeliculas (del inglés biofilm). La formacion del biofilm tiene
lugar en varias etapas (Hall-Stoodley et al, 2004; Kolter & Greenberg, 2006), comenzando con la rapida
adhesion celular a la superficie, seguida de la proliferacion bacteriana en multicapas y la adhesion
entre células dentro de una matriz polisacarida extracelular (Trampuz et al., 2003; Tande & Patel, 2014).
La formacién de biopeliculas en dispositivos médicos presenta mayormente tres problemas. Primero, la
comunidad bacteriana en esas superficies representa un reservorio de agentes patégenos que pueden
ser liberados al organismo del paciente produciendo infecciones crénicas. Segundo, las bacterias dentro
de la biopelicula son altamente resistentes a los tratamientos con antibiéticos; en consecuencia, una vez
que la comunidad bacteriana se establece sobre la superficie, es extremadamente dificil su eliminacion
con terapias antimicrobianas convencionales. Por Gltimo, dado a que la respuesta del huésped y las te-
rapias antimicrobiales son incapaces de eliminar el crecimiento de bacteria dentro del biofilm, se puede
producir una respuesta inflamatoria cronica en el sitio del implante (Costerton et al., 1999; Donlan, 2001;
Heibya et al., 2010).

En los ultimos afos, se ha mostrado como la presencia de defectos por procesos de mecanizado
produce irregularidades en la superficie metalica aumentando la posibilidad de contaminacion y la
formacion de biopeliculas (Spector et al.,, 2015). Recientemente, se ha mostrado que la topografia de la
superficie influye en la adhesion bacteriana ya que las superficies con profundidad nanométrica y mi-
crométrica presentan distinta respuesta a la adherencia bacteriana (Cheng et al,, 2019). Las diferentes
caracteristicas topologicas de la superficie a nivel de nanoescala muestran efectos bactericidas directos
en bacterias Gram positivas y Gram negativas, presuntamente por un mecanismo de ruptura de la mem-
brana bacteriana que se encuentra en contacto (Yavari et al. 2020). Los nanopatrones, las fuerzas elec-
trostaticas, estéricas e hidrofébicas, junto con las modificaciones quimicas modulan la adhesién celular
en la formacion de biofilm (Tuson y Weibel, 2013).

Asimismo, diferentes autores han estudiado diferentes materiales empleados como protesis en su
interaccion con microorganismos. Entre esos materiales se destacan aceros inoxidables (Medilanskia, et
al,, 2002); ceramicas (Siboni et al., 2007) y superficies de hidroxiapatita polarizada positiva y negativa-
mente (Ueshima et al,, 2002), superficies metalicas oxidadas (Li & Logan, 2004) o diferentes materiales
de bracket dentales (Brandao et al. 2015).

Por el otro lado, en la reaccién de cuerpo extrafio, la propagacion y la modulacién inmune de las
células eucariotas esta mediada por los cambios en la absorcion superficial de proteinas y la mecano-
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transduccién mediada por integrina (Yavari et al,, 2020). Es asi como las investigaciones en biomateriales
intentan predecir el éxito del implante mediante el modelo de “carrera hacia la superficie”, donde se
plantea la competencia entre las células eucariotas del paciente y las bacterias en la superficie del ma-
terial (Gristina et al. 1988). En este contexto, las propiedades antibacterianas del implante se traducen
en mecanismos de destruccion por contacto directo debido a modificaciones de la superficie del implan-
te (Mirzaali et al. 2018; Modaresifar et al, 2019; Raphel et al. 2016; Mas-Moruno et al. 2019) o mediante
el uso de farmacos (Akhavan et al. 2018, Jin et al. 2019) ya que ambas estrategias “protegen” al implante
de la adhesién bacteriana. Si la adhesion bacteriana ocurre antes que suceda la regeneracion tisular,
la defensa del huésped a menudo no puede prevenir la colonizacion de la superficie de ciertos tipos de
bacteria que son capaces de formar una capa de biofilm muy protegida (Khatoon et al. 2018).

Desde el punto de vista microbiolégico, existen diferentes trabajos que identifican cepas
bacterianas especificas involucradas en los procesos de infeccién de prétesis. En particular S. aureos y
S. epidermidis se encuentran en mas de 50% de los casos de infecciones (Barberan, 2006). Aunque el
numero de mi-croorganismos mas frecuentes encontrados en infecciones de protesis asciende a la
decena (Tande & Patel, 2014).

Ante la presencia de campos eléctricos las células experimentan un estrés inducido que puede pro-
ducir la rotura reversible o irreversible la membrana, a través de un procesado denominado electropo-
racion, el cual depende de la magnitud y duracion del campo eléctrico (Wu et al,, 2004). Por esta razon,
actualmente se estan investigando campos eléctricos y electromagnéticos para el tratamiento de la
colonizacién bacteriana.

Se considera que la aplicacion de métodos eléctricos para tratar biopeliculas, como voltaje conti-
nuo (Haddad et al, 2016), corrientes alternas bajas, campos eléctricos pulsados, tratamiento de acopla-
miento capacitivo y ondas electromagnéticas de frecuencia extremadamente baja (ELF-EMF) produce
un efecto “electricidal” (Freebairn et al. 2013). Este reduce las biopeliculas tanto de Staphylococcus sp.
y Pseudomonas sp. cuando estan expuestas por un tiempo prolongado a corrientes eléctricas de baja
intensidad (Del Pozo et al,, 2009; Freebairn et al., 2013). Este mecanismo en combinacion con el uso de
antibidticos o con respuestas inmunitarias del huésped para crear un efecto sinérgico, se denomina
efecto bioeléctrico (Haddad et al,, 2016; Freebairn et al, 2013). Giladi et al. (2008) mostraron la eficacia
de los campos eléctricos no homogéneos (3-4 V / cm) para controlar eficazmente la P. aeruginosay S. au-
reus, mostrando un efecto sinérgico cuando se aplicé junto con el tratamiento con cloranfenicol (Giladi
et al,, 2008). Algunos estudios también han demostrado la eficacia del campo electromagnético pulsado
(2000mA, 1210-7500 V / cm) con un mayor nimero de pulsos y campo eléctrico pulsado. Al utilizar como
modelo animal al conejo con infeccién de la columna vertebral, se encontré que estos tratamientos
producen la desintegracién de la pared celular bacteriana a la vez que combinados con el antibiético
ceftriaxona se produce un efecto sinérgico (Wu et al,, 2004; Gilotra et al., 2012; Khan et al,, 2016; Pillet et
al, 2016).

También se ha demostrado la erradicacion biopelicuals de S. epidermidis, S. aureus y P. aeruginosa
con el uso de corrientes continuas (Sandvik et al,, 2013; Boda et al., 2016). Por otro lado, se ha mostrado
una inhibicién de S. typhi mediante el uso ondas electromagnéticas de frecuencia extremadamente ba-
jas (por sus siglas en ingles ELF-EM, 0,8 Hz) que resonaban con la sefial bioeléctrica generada para el S.
typhi, creando un campo eléctrico de 2V / cm (Fadel et al,, 2014). Se demostré que los campos eléctricos
(1,25 V / cm) combinados con analogos de inhibidores quorum sensing (QS) bacteriano, son eficaces para
prevenir el crecimiento de E. coli, con un efecto sinérgico con gentamicina (Subramanian et al,, 2016).

Estos métodos han demostrado ser eficaces para prevenir y tratar tanto bacterias plancténicas como
biopeliculas, y representan alternativas para la eliminacién de infecciones en dispositivos mediante una
técnica minimamente invasiva. Aunque prometedoras, estas terapias se han probado incipientemente
en estudios con animales y se requiere mas investigaciones (Khoury et al, 1992; Stoodley et al., 2013;
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Freebairn et al,, 2013; Bordi and Bentzmann, 2011).

La miniaturizacién y los sistemas microelectromecanicos (abreviado del inglés MEMS), dieron origen
a la Microfluidica. Para la fabricacion de dispositivos microfluidicos se pueden utilizar varias técnicas:
litografia blanda, grabado, deposicién en capas sobre un substrato, micromojado, y microimpresion.

La utilizacién de polidimetilsiloxano (PDMS), en los procesos de fabricacién por litografia blanda, es
clave ya que su biocompatibilidad, transparencia y permeabilidad al oxigeno permite estudiar sistemas
microbiolégicos “in vitro”. Por tal razén, esta técnica de microfabricacién se puede combinar con téc-
nicas de revestimiento por bombardeo i6nico (del inglés sputtering coating) y asi poder modificar las
propiedades de la pared del dispositivo.

La fabricacion de un dispositivo por litografia blanda comienza con la deposicién de una fotoresina
sobre una oblea de silicio (ver fig.1.a y 1.b). Luego se transfiere el motivo del canal utilizando una mas-
cara con impresién en alta resolucién que contiene el disefio deseado (ver figura 1.c). Luego, este mo-
tivo o forma impreso en la mascara, se transfiere a la fotoresina (por ejemplo, SU8) mediante radiacién
UV. Las partes no iluminadas son removidas y se obtiene el molde master (fig 1.d). Mediante colado se
transfiere el motivo y se fabricacion de los canales en PDMS. Una vez solidificado el PDMS, se procede a
la perforacién de los puertos de conexion para la entrada y salida de las suspensiones (Tabeling, 2005).
Finalmente, el dispositivo se ensambla adhiriéndolo a un portaobjeto de vidrio, mediante la generacién
de radicales libres generados por plasma. La microfabricacién basada en silicona se debe llevar a cabo
en ambientes extremadamente limpios ya que la escala de las particulas en aire ronda en los micréme-
tros (orden de magnitud de los dispositivos) y tienden a pegarse en las superficies. Para realizar todos
los procesos de litografia, la FIUNER cuenta con el Area de Microfabricacion que dispone de todo el
equipamiento para realizar el disefio y desarrollo de dispositivos microfluidicos.

Figura 1. Litografia blanda. Pasos para fabricar una oblea master a partir de fotoresina. Una vez creado es molde se pude repro-
ducir el motivo y reproducir canales microfluidicos. Adaptado de Weibel et al. 2007.
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La Microscopia es un area muy amplia y el uso de distintas técnicas ha facilitado la comprensién de
distintos procesos celulares. Las diferentes técnicas van desde microscopia de transmision por contraste
de fase, fluorescencia, por reflexion total interna, holografica, confocal, etc. El uso de cada una de ellas
depende del tipo de problema a estudiar. Los experimentos llevados a cabo en este trabajo exploraron
distintas técnicas microscopicas (6ptica, de fluorescencia y confocal) disponibles en el Laboratorio de
Microscopia Aplicada a Estudios Celulares y Moleculares (LAMAE) dependiendo del tipo de problema
estudiado.

El monitoreo de la dinamica de procesos bioldgicos puede representar un desafio y el sistema de
adquisicion, visualizacion y registro debe adaptarse en tiempo real. La bioinformatica de bioimagenes
en un contexto de alta resolucién es relevante en procesos donde se quiere cuantificar la cantidad y la
localizacién de una proteina marcada, medir cambios en las estructuras a través del tiempo, o seguir la
invasion de células por observacion de la evolucién de marcadores fluorescentes (Ball et al., 2012). La
formacién de biofilm es un claro ejemplo de este tipo de procesos, ya que diferentes aspectos pueden
observarse cuando se estudia su dinamica. El estudio se puede focalizar en el crecimiento bacteriano
o en la formacién de la matriz extracelular. Estos dos puntos de vista requieren distintos abordajes al
problema, y el disefio e implementacion del “proceso de la imagen” sera especifico para cada uno de
ellos. Dada la amplia variedad de herramientas de software disponibles, junto con la gran diversidad de
subcampos y herramientas especializadas, actualmente existen numerosas y poderosas herramientas
que pueden ser utilizadas para acceder de forma rapida a la interpretacion de la informacién contenida
en la imagen. Analisis preliminares se desarrollaran utilizando ImageJ (Schneider et al, 2012), y luego,
dependiendo de la complejidad del analisis, se generan codigos que optimicen los tiempos de proces-
amiento.

Los procesos de adhesién y la formacién de biofilm son registrados mediante la utilizacion de cama-
ras CCD. Para el analisis de imagenes, se desarrollaron cédigos computacionales que pueden ser ejecu-
tados en el cluster perteneciente a FIUNER en el caso que se requieran grandes cantidades de cémputo.

En cuanto al modelo biolégico empleado en este proyecto, se utilizaron Staphylococcus aureus
(bac-teria comUnmente presente en infecciones en implantes) junto con Eschricha coli y
Pseudomonas auriginosa, para tener modelos de bacterias Gran positivos y negativos. Dependiendo
los experimentos, las determinaciones se realizan a temperatura ambiente o a 37°C para poder tener
un mejor control de condiciones de crecimiento bacteriano.

El conocimiento de los “mecanismos de adhesion bacteriana y formacion de biofilm” puede dar res-
puesta a muchos interrogantes del proceso de contaminacion de superficies en implantes, lo cual con-
tribuira al mejoramiento de protocolos de fabricaciéon que minimicen su efecto. Es por esto que el uso
combinado de técnicas microfluidicas, microscopicas y de procesamiento de imagenes esta ayudando a
estudiar estos procesos desde un enfoque distinto y mas novedoso.

Sintesis de resultados y conclusiones

a) Manejo de cultivos bacterianos

Para llevar a cabo los ensayos microbiolégicos realizados en este proyecto fue necesario contar con
protocolos de manipulacién y conservacién de microorganismos. Durante la ejecucion de este proyecto,
se logré generar un protocolo de conservacién para las cepas ensayadas en el laboratorio. Las cepas
de S. aureus se conservan en placa de Petri con medio de cultivo LB-agar a 4°C. En cambio, las cepas de
P. aeruginosa no pudieron ser conservadas en esta condicion. Es por ello que se probaron 3 métodos, a
saber:
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De un cultivo bacteriano liquido que ha llegado a la etapa de saturacidn, se agrega un 15% de glicerol y se

Método 1: guardaa-20°C.

Método2: | Seinoculaa partirde coloniascrecidasen placa de Petriun pellet en agua estéril para ser mantenidoa4°C

Se preparan tubos eppendorf con agar nutritivo que se solidifica en formainclinada (angulo de 45°)
Método 3: yluego se deposita un pellet que hasido retirado de la placa de cultivo y se conserva a temperatura
ambiente.

Figura 2. Tincion de Gram de los microorganismos ensayados. a) Staphilococcus aeureus b) Staphilococcus aeureus ATCC. c) Pseu-
domonas aeuriginosa. d) Pseudomonas aeuriginosa ATCC

A partir de los ensayos observamos que el método 2 no tiene efecto de preservacion sobre las cepas
de Pseudomonas. En cuanto a los métodos 1 y 3 encontramos que la viabilidad de la cepa de Pseuodo-
monas alcanza un tiempo de preservacion de aproximadamente 6 meses. Para los ensayos a corto plazo
empleamos el método de placa de Petri y LB-agar.

Para controlar la pureza de los cultivos se realizé en forma periédica la tincion de Gram. Los prepa-
rados fueron observados con microscopio LEICA ICC50W con camara incorporada. Se tomaron microgra-
fias para el registro de trabajo (Fig. 2).

B) Diseiio e implementacion de dispositivos microfluidicos

Durante la ejecucién del proyecto, se adquirié equipamiento para el tratamiento de plasma-corona
de superficies (Fig. 3.a). Esto permitié unir los canales de polidimetilsiloxano (PDMS) con portaobjetos
de vidrio mediante un tratamiento de plasma en la superficie (Haubert et. al, 2006).

Este equipamiento es fundamental en la fabricacién de dispositivos microfluidicos, ya que una vez
realizado el procedimiento de obtener el canal grabado en el PDMS se deben sellar para evitar fugas de
liquido en el sistema microfluidicos, y ha permitido adaptar dispositivos utilizados en trabajos anteriores
durante las estadias en el exterior del Dr. Mifio. La figura 4.b muestra un dispositivo apoyado sobre la
platina el microscopio que ha sido modificado mediante la insercién de cables conductores en el PDMS
para poder generar el campo eléctrico. Dicho dispositivo cuenta con dos canales de 200 um y tres con-
ductores separados en 1 cm, aproximadamente. El dispositivo esta montado sobre un cubreobjetos y se
pueden observar 4 perforaciones que representan las salidas y entradas a los canales.
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Figura 3. a) Equipo de tratamiento plasma-corona para superficies (Haubert et al., 2006). b) Fotografia del dispositivo microfluidico
para estudio del efecto del campo eléctrico en el transporte bacteriano dispuesto sobre la platina del microscopio.

Figura 4. Fabricacion de canales para generar campos eléctricos en las suspensiones bacterianas. a) Disefio de los moldes en for-
mato CAD. b) Moldes de dos disefios de canales realizados con impresion 3D (gris y blanco). c) Canales con conductores.

Debido a la imposibilidad para realizar nuevos disefios en el Area de Microfabricacion de la FIUNER,
debido a dafios estructurales de la sala limpia, se utilizaron tecnicas de impresién 3D del Laboratorio.
Se pudieron implementar nuevos canales microfluidicos, evitando los procesos de litografia blanda. La
fig. 4 muestra una de las adaptaciones realizadas en el procedimiento de fabricacién de los microca-
nales. La figura 4.a muestra el disefio CAD de do tipos de canales. En el primero, el canal que contiene
la suspensién bacteriana debe estar en contacto con el conductor y en el segundo, el conductor esta
sumergido en el PDMS (es decir aislado) y sin contacto con las bacterias. La figura 4.b muestra los moldes
realizados en el Laboratorio de Prototipado Electrénico y 3D de FIUNER a cargo del Mg. Juan Manuel
Reta. En gris se puede ver el disefio del molde donde el conductor va a estar en contacto con la cdAmara
donde se depositan las bacterias (se puede apreciar el relieve de las guias que luego seran de pasaca-
bles) y en blanco, el dispositivo donde no hay contacto con el metal. Para fabricar los canales, se preparé
PDMSy se verti6 en los moldes previamente alisados. Una vez pasado el tiempo de curado del polimero
en la estufa se procede al corte y despegado del molde. Al despegar el PDMS solido del molde, queda
impreso en un lado el disefio deseado. Para ensamblar el dispositivo, se realizan las perforaciones de las
entradas y salidas para el fluido y se pega el PDMS mediante plasma a un cubre o portaobjetos. De esta
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manera tendremos en el canal donde inocularemos bacterias, por un lado, el “techo” del dispositivo en
PDMS y el “piso” de vidrio formado por el cubre o porta objeto. En la fig. 4.c se muestran los dos tipos de
dispositivos fabricados. En ambos se puede ver como ha quedado la disposiciéon de conductores dentro
del canal.

Los experimentos en donde el conductor no toca la solucién bacteriana, no se detect6 ningun efecto
de movimiento impulsado por el campo aplicado. Es por esto que se decidié6 aumentar el area de los
conductores utilizando areas de conductores de cobre mayores.

C) Caracterizacion del transporte celular en canales microfluidicos

La caracterizacion del transporte de suspensiones activas, es decir con particulas o células que tie-
nen la capacidad de autopropulsion o de nado, es importante a la hora de estudiar cualquier proceso
biolégico que involucre la interaccién con una superficie. Cuando la concentracion de nadadores en el
liquido es relativamente baja o en régimen diluido, se pueden aplicar técnicas de seguimiento de parti-
culas. A partir de secuencias de imagenes microscépicas o videos, se detecta la posicion de cada célula
o particula en cada frame. Luego se conectan esas posiciones entre las distintas imagenes y se logra
obtener la trayectoria de la particula. Si bien existen varias técnicas de tracking disponibles, el grupo
ha desarrollado algunos algoritmos para realizar esta tarea y ademas se han utilizados plugins como
TrackMate en Fiji (Tinevez et al,, 2017).

Durante este proyecto realizaron tres trabajos donde se aplicaron estas técnicas para determinar la
dinamica del transporte de diferentes células en interaccion con superficies.

La figura 5 muestra el resultado del analisis de videos adquiridos a 30 cuadros por segundo y la ob-
tencion de trayectorias alrededor de un obstaculo en un canal microfluidico. De las trayectorias se pue-
de determinar la distribucién de velocidades para diferentes flujos aplicados al canal. A partir de estas
distribuciones se pueden estudiar el efecto convectivo el flujo en el canal y determinar las bacterias que
son arrastradas por el flujo de las que permanecen nadando cerca de las paredes superiores e inferiores
del canal. La figura 5.a y 5.b muestra la separacion de estas trayectorias interaccionando con el flujo y
las superficies de canal alrededor de un obstaculo que han sido agrupadas considerando las bacterias
que se mueven a velocidades menores y mayores a V,=25 um/s, donde V, es la velocidad media de nado
de las bacterias cuando no hay flujo en el canal. La fig. 5.c muestra las distribuciones de la componente
x (eje del flujo longitudinal al canal) de las velocidades de baterias a diferentes flujos impuestos 0, 55 y
89 um/s.

A medida que el flujo aumenta mas células son arrastradas por el liquido. También se muestra el
transporte de bacterias muertas las cuales son arrastradas como particulas pasivas (Mifio et al. 2018).

La figura 6 muestra la caracterizacién de la dindamica de nado de las células coanoflageladas. Se
considera que esta célula posee un ancestro comun con las células animales, y por lo tanto son muy
importantes en Biologia Evolutiva ya que permite estudiar procesos celulares que se comparten entre
estos grupos celulares. Un coanoflagelado tiene un cuerpo oval o esférico, con un collar en la parte
apical que rodea un Unico flagelo. El flagelo le confiere motilidad y el collar es utilizado para capturar
sus presas, las bacterias Los coanoflagelados estan presentes en la naturaleza de forma unicelular y
también formando colonias.
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Figura 5: Determinacion de las trayectorias bacterianas alrededor de un obstaculo. a) Trayectorias de E. coli con velocidades meno-
res de Vb=25 um/s. b) Trayectorias bacterias con velocidades mayores a Vb. c¢) Determinacién de las distribuciones de velocidades
de bacterias sometidas a diferentes flujos (Mifio et al.,, 2018).

La transicién entre una forma u otra se da por estimulos de quimicos presentes en su medio ambien-
te. En forma unicelular presentan dos tipos de nadadores, lentos y rapidos que se diferencian morfolégi-
camente por el tamarfio de cuerpo (las lentas son mas grandes) y le tamaiio del collar (las rapidas poseen
un colar mas pequefio o pueden estar ausentes.

Mediante el procesamiento de videos y siguiendo la metodologia de seguimiento de particulas, fue
posible caracterizar el movimiento de cada nadador. En la figura 6.a muestra una micrografia de ambos
nadadores, donde se pueden ver las diferencias morfologicas. La figura 6.b muestra la forma en que
ambos nadadores se desplazan. Los nadadores rapidos describen en videos tomados a 30 cuadros por
segundo un trazo punteado y mas lineal, mientras que los nadadores lentos describen un trazo mas
grueso y tortuosos. A partir del analisis de las trayectorias se pueden caracterizar la velocidad de nado y
los coeficientes de difusién que son utilizados en el modelado de cada tipo celular. Las figuras 6.c y 6.d
muestran las trayectorias numéricas que imitan la forma de desplazamiento de cada nadador. Una vez
reproducida esta dinamica mediante nadadores numéricos, se pueden disefiar diferentes caAmaras que
a través de una pared de obstaculos semicirculares permiten separar las células rapidas de las lentas.
La figura 6.e muestra los parametros que definen el microcanal, mostrando el tamafio de la camara (L, y
L), la separacion entre obstaculos (L) y el radio de los obstaculos (R)). El disefio de la camara es tal que
la inoculacion se realiza en la cdAmara 1y luego de un tiempo los nadadores comienzan a explorar toda
la cdmara. Una vez que llegan a la camara 2, la geometria de obstaculos evita que vuelvan a la cdAmara
1, produciendo una acumulacion de células en la camara 2. La figura 6.f y 6.g muestras las interacciones
de cada nadador con los obstaculos (Sparacino et al., 2020).

La figura 7 muestra otros experimentos donde se caracteriza el nado de espermatozoides humanos
cuando se acercan a una pared lateral. El trabajo muestra que al acercarse a una superficie rigida como
PDMS, el nadador disminuye su velocidad por algunos segundos para recuperar la velocidad de nado
inicial antes de la colisién. En estos experimentos el grupo colaborador en Cérdoba realizo analisis
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Figura 6: Dinamica experimental y numérica de coanoflagelados nadando en interaccién con superficies en microcanales. a)
Micrografia de coanoflagelados mostrando un nadador lento y un nadador rapido. b) Trazas descriptas por los dos tipos de na-
dadores: lineas punteadas representan las trayectorias descriptas por lo nadadores rapidos y las trazas gruesas por nadadores
lentos. c y d) Reproduccion de las trayectorias usando nadadores numéricos lento y rapidos respectivamente. e) Canal numérico
disefiado para separar células rapidas de lentas. f y g) Interaccion con obstaculos de nadadores lentos y rapidos respectivamente
(Sparacino et al., 2020).

similares en el tracking de células, y se pudo comparar lo observado experimentalmente con un
modelo numérico que capturaba la dinamica observada. Es importante notar que para este proyecto
el grupo del Dr. Mifio pudo disefiar y fabricar los canales microfluidicos que permitieron la realizacién
de los experimentos. La figura 7.a muestra una vista tridimension obtenida con microscopia confocal,
donde se muestra el tamafio del microcanal y se detallan las células espermaticas que han quedado
pegadas en la pared de PDMS, mostrando el detalle del cuerpo celular y el flagelo. La fig. 6.b muestra
una trayectoria ejemplo de un espermatozoide que se acerca a la pared lateral con un angulo de 90°y
luego comienza a nadar paralelamente a la superficie. También se muestra la trayectoria mostrando la
velocidad media en cada instante de la trayectoria. La fig. 7.c muestra las mediciones de la velocidad
media de varios experimentos donde a tiempo cero, el espermatozoide colisiona con la pared lateral. La
figura 7.d esquematiza lo observado durante la colisién con la pared lateral, el nado paralelo y escape
del celular. La fig. 7.e muestra los resultados experimentales comparados con el modelo numérico don-
de se ve la evolucion de la colision para diferentes alineamientos del espermatozoide nadando cerca de
la pared (Bettera Marcat et al., 2020).

D) Acumulacién de bacterias detras de un obstaculo

El uso de herramientas microfluidicas y el analisis presentado en la seccién anterior permitieron ca-
racterizar el efecto que produce un obstaculo en un canal de seccién rectangular en la acumulacién de
bacterias nadadoras (Mifio et al., 2018). En este trabajo se us6 un microcanal como se esquematiza en la
fig. 8.a que posee una canula de entrada por la que se inyecta la suspension bacteriana de E. coli y que
luego de pasar por el microcanal con el obstaculo para eliminar el contenido por otra canula de salida.
Debajo del canal se muestra una micrografia tomada con microscopia 6ptica donde se detallan los
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Figura 7: Caracterizacion experimental y numérica de nado de espermatozoides interactuando con una pared lateral. a) Micro-
grafia confocal de barrido mostrando canal microfluidico en PDMS utilizado para realizar las caracterizaciones de interaccion.
b) Trayectoria de un espermatozoide llegando a la pared lateral superpuesta a una imagen de la pared lateral tomada con mi-
croscopia Optica y la misma trayectoria caracterizada por la velocidad media (VAP) de nado. c) Velocidad media de diferentes
espermatozoides llegando a la superficie (t=0). d) Diagrama de la interaccion entre la superficie y el espermatozoide usados para

el modelado del nadador. e) Velocidades medias experimentales y numéricas variando el alineamiento (¢) del nadador respecto
a la superficie (Bettera Marcat et al. 2020).

parametros que caracterizan el microcanal. El ancho w es de 200 um, el radio R es de 80 um y el alto
del canal es de 20 um. La fig. 8.b resume lo observado cuando fluye de izquierda a derecha suspensio-
nes de bacterias vivas y muertas con un flujo de aproximadamente 0 y 55 um/s. Se puede observar que
para ambos flujos las bacterias muertas se convierten en trazados pasivos que describen las lineas de
campo del liquido alrededor del obstaculo (las lineas rojas representan las lineas de campo calculadas
numéricamente para este canal). En cambio, para bacterias vivas, sin flujo las bacterias nadan cerca de
la superficie superior e inferior describiendo circulos producto de las interacciones hidrodinamicas con
la pared. Cuando se aplica un flujo, se observa una acumulacién de bacterias del lado derecho del obs-
taculo, es decir el punto de estancamiento que estd mas alejado de la entrada. Para poder caracterizar
la concentracion de bacterias alrededor del obstaculo, se realizé un conteo de bacterias en funcién del
angulo 6, donde =90° representa el primer punto de estancamiento y 6=270° el segundo punto de es-
tancamiento. En la fig. 8.c se puede observar la variacion de la concentracién de bacteria a lo largo del
perimetro del obstaculo para dos valores de flujo 55 y 89 um/s. Se puede ver que los valores obtenidos
a 90° (P) son menores que los de 270° (P ), indicando que existe una acumulacion detras del obstaculo
(lado derecho) si la suspension se mueve de izquierda a derecha. Este efecto se mantiene para valores
de flujo que van de 55 a 100 um/s como lo muestra la dltima figura del panel 8.c.

Estos resultados son interesantes ya que la presencia de obstaculos en microcanales podria actuar
como filtros para bacterias y para favorecer la creacién de biofilm en esos puntos donde hay una mayor
concentracion de células.

E) Estudio de adhesion en superficies rugosas

El uso de herramientas microfluidicas permite estudiar los procesos de adhesién bacteriana a superficies
y la consecuente formacién de biopeliculas (Secchi et al, 2020). En esta parte del estudio se caracterizo
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como el flujo cerca de una superficie rugosa influye en los procesos de adhesién celular. Para ello se disefid
un canal de seccion rectangular donde una pared lisa lateral se convertia en una pared rugosa, caracterizado

Figura 8: Adhesién bacteriana en superficies rugosas. a) Esquema del dispositivo microfluidico e imagen microscépica fluorescente
del canal visto desde arriba, mostrando el detalle de la superficie rugosa y las bacterias marcadas. b) Arriba: imagen de las trazas
descriptas por bacterias que son arrastradas por el flujo y las que atraviesan las lineas de campo, dirigiéndose hacia los valles de
la superficie. Medio: micrografias fluorescentes luego de 2 horas de experimento donde se observa la adhesion homogénea en la
superficie rugosa. Abajo: caracterizacion de la intensidad de fluorescente a lo largo de la superficie ondulada (r Secchi et al. 2020).

por una longitud de onda A y una amplitud A. En la figura 9.a se puede ver un esquema del canal
desarrollado y la direccién del flujo aplicado. En este panel también se pude ver una micrografia de un
experimento donde se aplica un flujo de 200 um/s. En este trabajo se usé E. coli marcada fluorescen-
temente, en la fotografia se puede observar a las bacterias como puntos brillantes dentro del canal.
Las interacciones del fluido y la superficie rugosa modifican las lineas del campo de flujo laminar. Si se
focaliza en esta region (recuadro rojo) se observa que este flujo interacta con el nado bacteriano. Esta
interaccién se muestra en la primera fotografia del panel 9.b, donde hay bacterias que se desplazan
ingresando a los valles de la superficie ondulada, describiendo trayectorias curvadas. Por otro lado,
en esta micrografia se puede apreciar trazos puenteados que representan las bacterias que son
arrastradas por el flujo. Estos fendmenos ocurren ni bien se aplica el flujo y da cuenta de la compleja
hidrodindmica que sucede cerca de una superficie.

Si se deja fluir esta suspension de bacterias méviles por mas de 2 horas, se puede observar que sobre
la superficie ondula comienzan a aparecer zonas mas brillantes indicando acumulacién de bacterias
(segunda micrografia fig 9.b). Del analisis de estas imagenes se puede calcular como varia la
intensidad de la fluorescencia a lo largo de la rugosidad (ltimo grafico de la fig 9.b). En este grafico se
muestra en color azul las zonas sin bacterias y en rojo las zonas con mayor adhesion, se puede
concluir que los picos de acumulacién se dan desfazados de las zonas de maxima velocidad de corte
que se producen en los picos de las ondas.

F) Caracterizacion del transporte con campo eléctrico

Durante el proyecto se exploré el efecto del campo eléctrico en el transporte de suspensiones micro-
biologicas. Durante las primeras experiencias se utilizaron suspensién de levaduras y suspensiones de S.
aureos. Los resultados estan siendo analizados para ser publicados. En la figura 10 se observa algunos
avances logrados durante este proyecto. En la figura 10.a se muestra un canal microfluidico realizado

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°14 | AdoXIll | 2023 | 245



Eugenio E. Balbi et al. | Dispositivo para el estudio de adhesion bacteriana en prétesis metalicas: formacion de biopeliculasen ...

con las técnicas antes mencionadas, el cual esta conectado a una jeringa que contiene la suspension
microbiolégica. El canal posee dos conductores a los cuales se les aplica un voltaje. La figura 10.b mues-
tra una fotografia por microscopia éptica donde los puntos oscuros representan S. aureus en suspension
cuando no se aplica campo eléctrico. La fig. 10.c muestra la superposicion de varias imagenes

Figura 9: Adhesion bacteriana en superficies rugosas. a) Esquema del dispositivo microfluidico e imagen microscépica fluorescente
del canal visto desde arriba, mostrando el detalle de la superficie rugosa y las bacterias marcadas. b) Arriba: imagen de las trazas
descriptas por bacterias que son arrastradas por el flujo y las que atraviesan las lineas de campo, dirigiéndose hacia los valles de
la superficie. Medio: micrografias fluorescentes luego de 2 horas de experimento donde se observa la adhesién homogénea en la
superficie rugosa. Abajo: caracterizacion de la intensidad de fluorescente a lo largo de la superficie ondulada (r Secchi et al. 2020).

evidenciando las trazas de las bacterias cuando se mueven bajo por efecto del campo eléctrico apli-

cado. Del seguimiento de particulas se puede obtener las trayectorias en coordenadas “x”y “y” las cuales
se pueden graficar come en la fig. 10.d. Del andlisis de estas trayectorias se calcula la velocidad de des-

plazamiento y graficar la distribucion de velocidades (fig. 10.e).

Figura 10: Efecto del campo eléctrico en el transporte de microorganismos. a) Dispositivo microfluidico implementado mostrando
la conexidn son la suspension microbiana contenida en la jeringa. b) Fotografia de la suspension cuando no hay campo aplicado.
) Trazas descriptas por las células bajo el efecto del campo. d) reconstruccion de las trayectorias descriptas por el movimiento de
las células. e) Distribucion de probabilidad de velocidades obtenidas del tracking celular.
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G) Integracion de conceptos en el aula

Gracias al trabajo realizado en este proyecto, se ha podido integrar dentro del dictado dos practicas
de laboratorio durante el cursado de la materia cuatrimestral “Biomateriales y Biocompatibilidad” de la
carrera de Bioingeniera. Es la primera vez que los alumnos aprenden a manipular muestras biolégicas y
realizan ensayos de formacion de biofilms y contaminacion de superficies metalicas usadas en prétesis.

Laboratorio 3: Formacion de Biopeliculas. El estudiante se familiariza con la manipulaciéon de mues-
tras biolégicas y el sembrado de bacterias. Esta actividad tedrica/experimental propone estudiar la for-
macion de biopeliculas y la estructura de la matriz extracelular generada por el microorganismo.

Laboratorio 8: Esterilizacion de materiales mediante antibioticos. Se investiga como las fallas de
mecanizado pueden producir lugares susceptibles a colonizacién bacteriana. En esta actividad teérica/
experimental se aplican métodos de esterilizacion de prétesis para comprobar eficacia en condiciones
de paredes rugosas.

Figura 11: Implementacién de laboratorios combinando metodologias microbiolégicas y el efecto de contaminacién sobre
superficies metalicas.
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