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Resumen:

En el laboratorio se ha desarrollado una técnica para limpiar la superficie de obras de pintura
mural mediante la aplicacién de bacterias vivas, proceso conocido como Biolimpieza, en donde
éstas eliminan restos de incrustaciones que perjudican la obra y son dificiles de eliminar por
los métodos convencionales.

Uno de los problemas que se suscita por el hecho de aplicar los microorganismos directamente
sobre la obra es si permaneceran en la superficie a lo largo del tiempo provocando efectos
indeseados, por lo que se hace indispensable controlar el proceso y comprobar la ausencia de
bacterias tras el tratamiento.

El objetivo es evaluar técnicas de biologia molecular para identificar, cuantificar y demostrar la
viabilidad de las bacterias mientras actian en la biolimpieza de las superficies de las obras de
arte.

Para ello se ha monitorizado el proceso de biolimpieza mediante el seguimiento y control de la
presencia de P. stutzeri en probetas de pintura mural durante un total de tres semanas,
haciendo uso de diversas técnicas para la deteccién de la bacteria.

Se destaca el empleo de la técnica FISH (hibridacién fluorescente in situ) que permite una
deteccion e identificacion especifica, asi como su combinacidn con DVC (Direct Viable Count)
para validar la viabilidad de las bacterias encontradas. Estas técnicas se han trasladado a su
utilizacidn en pinturas murales que habian sido previamente tratadas con la bacteria.

Palabras clave: Pseudomonas stutzeri, Biolimpieza, FISH, biologia molecular, DVC-FISH, pintura
mural
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Abstract:

In the lab it has been developed a technique for cleaning the surface of wall paintings by the
application of live bacteria, process known as Biocleaning, in which the bacteria remove
incrustations which damage the piece and are difficult to remove by the conventional
methods.

One of the concerns about this technique is the fact that the microorganisms are directly
applied over the artwork surface, what raises to think if the bacteria would remain on the
surface along the time causing undesirable effects, so it is essential to monitor the process and
check the absence of bacteria after the treatment.

This project consists of evaluating molecular biology methods to identify, quantify and
evidence the viability of the bacteria while acting during the biocleaning treatment.

In order to achieve that, it has been monitored a bioclening process by the control of P.
stutzeri presence in wall tiles during a total of three weeks, using diverse methods for
detecting the bacteria.

The use of FISH (fluorescence in situ hybridization) is highlighted since it allows a specific
detection and identification, as well as its combination with DVC (Direct Viable Count) for the
validation of viability cell. These techniques have been translated to its use on real wall
paintings that were previously treated with the bacteria.

Key words: Pseudomonas stutzeri, biocleaning, FISH, molecular biology, DVC-FISH, mural
painting
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Abreviaturas empleadas

6-FAM 6-carboxyfluoresceina

ATCC American Type Culture Collection (Coleccion Americana de Cultivos
Tipo)

ATP Adenosin trifosfato

CECT Coleccion Espanola de Cultivos Tipo

DNA Acido desoxirribonucleico

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

(Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares)

DVC Direct Viable Count

EDTA Acido etilendiaminotetracético

FISH Fluorescent in situ hybridization

G+C Guanina + Citosina

NCBI National Center for Biotechnology Information

NTCT National Collection of Type Cultures (Colecciéon Nacional de Cultivos
Tipo)

PBS Tampdn fosfato salino

PCA Plate Count Agar

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PFA Paraformaldehido

RNA Acido ribonucleico

rRNA Acido ribonucleico ribosémico

RPM Revoluciones por minuto

UFC Unidades Formadoras de Colonias

URL Unidades Relativas de Luz
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Introduccion

1.1 Biolimpieza

1.1.1 Biodeterioro

A lo largo de Ila historia el ser humano ha utilizado la pintura mural como una forma de
expresion, sin embargo con el paso del tiempo éstas pasan por diversos procesos de deterioro,
debido al propio envejecimiento o al incremento de contaminacién ambiental que se ve
acentuada en zonas urbanas, donde costras negras, depdsitos de polvo asi como residuos
carbonosos pueden apreciarse en las superficies de las obras (Saiz-Jimenez 1995).

También pueden verse afectadas por una incorrecta restauracion donde la aplicacidon de
componentes de origen orgadnico como colas animales, vegetales o caseinas pueden oscurecer,
amarillear, descamar y en general modificar la estética del fresco llevando incluso a la pérdida
de fragmentos (Bosch et al., 2013).

Esta acumulacion de materia organica que también puede proceder de la deposicién de
particulas atmosféricas o de restos de colonizacion de organismos, no solo produce danos en
las obras sino que también puede servir como sustrato para la proliferacion de
microorganismos (Ranalli et al., 2000).

Por otro lado, la formacién de sales sobre las pinturas murales, es uno de los mecanismos mas
importantes en el deterioro de ambientes interiores; las sales una vez en el interior del muro o
las pinturas, empiezan procesos de precipitacién y crecimiento de cristales lo que desemboca
en la generacion de microfracturas. La nitrificacion y la sulfatacidn pueden verse producidos
también por movimientos de sales disueltas en agua que pueden migrar por capilaridad a
través de los muros. El paso del tiempo y los factores ambientales pueden llevar al
endurecimiento e insolubilizacién de estas sales, aumentando enormemente la dificultad para
su eliminacidon (Doménech y Yus3, 2006).

1.1.2 Métodos tradicionales de restauracion

Habitualmente los restauradores emplean tratamientos quimicos usando, por ejemplo
disolventes organicos o métodos mecdnicos que afectan de manera negativa a las obras
(Bosch y Ranalli, 2014), utilizando a su vez materiales téxicos que inducen un riesgo anadido
tanto por la introduccion de dichas sustancias en el medio ambiente, como para los
trabajadores que se exponen a ellas durante la restauracion (Capitelli et al., 2007).

Por ello es necesario el desarrollo de nuevas técnicas respetuosas con el medio ambiente y
qgue no representen un sistema téxico ni para la pintura ni el restaurador, asi mismo para la
eliminacion de los depdsitos indeseados que estan fuertemente adheridos a la superficie de la
obra, se requiere de métodos selectivos que no causen dafios irreversibles a la pintura original
(Cremonesi, 2004).

Pese a que los microorganismos han sido considerados como agentes deteriorantes por su
participacién en las alteraciones de las obras (Montes et al., 1996; Poyatos, 2007; Garcia,
2016), las evidencias como la limpieza en frescos (Ranalli et al., 2005; Bosch et al., 2013), la
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eliminacion de costras negras y sales en trabajos artisticos de piedra (Heselmeyer et al., 1991;
Ranalli et al., 1997; Cappitelli et al., 2006) o la bioconsolidacién de material carbonoso
(Castanier et al., 1999; Tiano et al., 1999; Bang et al., 2001; Rodriguez-Navarro et al., 2003,
Barabesi et al., 2006; Sprocati et al., 2007), ponen de manifiesto la positiva contribucion de los
microrganismos a los procesos de restauraciéon de obras de arte en base a sus capacidades
metabdlicas (Mapelli et al., 2012).

1.1.3 Biolimpieza

Se define asi el término “Biolimpieza” como la aplicaciéon de microorganismos o sus productos
como agentes de limpieza bioldgica.

La biolimpieza se ha puesto en practica siguiendo principalmente dos aproximaciones: la
aplicacion directa de cepas viables o bien el uso de enzimas, escogidos por su accidn selectiva
contra sustratos especificos (Grimaldi et al., 2013).

Los primeros ensayos de limpieza con el uso de enzimas datan de 1976, donde Wendelbo
utilizé la tripsina para despegar unas paginas de libros que habian sido pegadas con cola
animal, al que le siguen otros ensayos para la restauracién de pergaminos, (Segal y Cooper
1977), pinturas (Cremonesi 1999), esculturas (Bonomi, 1994), murales (Klein et al., 2002;
Beutel et al., 2002) e incluso graffitis (Germinario et al., 2017).

Sin embargo las alteraciones de las obras de arte son de diversa naturaleza y dada la
especificidad de sustratos de los enzimas se requiere emplear una mezcla de estos, ademas es
necesario mantener las condiciones dptimas para la actuacién, las cuales no son siempre
compatibles con el material a tratar, por ello las células bacterianas son una alternativa mas
eficaz, presentan una gran versatilidad respecto a la produccion de enzimas y gracias a la
induccion génica son capaces de atacar y degradar diferentes tipos de moléculas Unicamente
en presencia de las mismas (Ranalli et al., 2005).

Ademas los tratamientos de biolimpieza no son invasivos ni agresivos con los materiales
artisticos, y resultan mas eficaces al requerir menor tiempo, menor nimero de aplicaciones,
ser mas econdmicos y representar una alternativa no téxica y mds segura con el medio
ambiente (Lustrato et al., 2012).

Esta aplicacion de los micoorganismos fue empleada por primera vez para la eliminacion de
sulfatos por Atlas (1988) quien utilizé Desulfovibrio desulfuricans, y desde entonces esta
tecnologia estd siendo estudiada e investigada para resolver un gran rango de alteraciones
artisticas mediante el uso de diversos microorganismos reductores de sulfato y nitratos, D.
desulfuricans, Desulfovibrio vulgaris y Pseudomonas stutzeri entre otras (Heselmeyer et
al., 1991; Gauri et al., 1992; Ranalli et al., 2000, 2003, 2005; Cappitelli et al., 2007; Polo et
al., 2010; Alfano et al., 2011; Bosch et al., 2012; Troiano et al., 2013).

La principal precaucion a considerar respecto a la aplicacién de células bacterianas viables es
que deben ser seguros, no patégenos y no esporulados con el fin de asegurar que no
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representan un riesgo para los operarios y para garantizar la integridad de las obras (Grimaldi
etal., 2013).

Para aplicar un tratamiento de biolimpieza de manera eficaz lo primero de todo es caracterizar
la composicion de la alteracion que se desee eliminar para poder seleccionar las bacterias que
pueden degradarlo, las cuales se pueden aislar del ambiente, de los materiales artisticos o
recurrir a las colecciones internacionales de microorganismos (Toriano et al., 2014).

Se han empleado diferentes estrategias para la aplicacidn de las bacterias sobre la superficie a
limpiar, desde la inmersion directa de la obra de arte en una solucién de bacterias (Gauri et al.,
1992), la aplicaciéon directa de las mismas, o con el fin de optimizar la actividad, utilizando un
soporte que les permita contactar con la alteraciéon sin dafar la superficie y que les
proporcione las condiciones adecuadas para la actuacién. Este soporte debe ser facil y rapido
de preparar, aplicar y eliminar (Bosch y Ranalli, 2014).

Todos los tratamientos de biolimpieza deben finalizar con una fase de lavado para eliminar lo
maximo posible los restos del soporte sobre la superficie artistica, comprobando que no
gueden restos bacterianos en ella, ya que podrian dafiar la obra provocando efectos
indeseados o favorecer la proliferaciéon de otros microorganismos. Por lo tanto se hace de vital
importancia la monitorizacién de los tratamientos tanto a corto como a largo plazo con el fin
de verificar que no se han producido efectos negativos y que no quedan restos de las bacterias
en las obras tratadas.

1.2. Pseudomonas stutzeri

1.2.1 Aspectos generales

Pseudomonas stutzeri fue descrita por primera vez por Burriy Stutzer en 1895 bajo el nombre
de Bacillus denitrificans I, pero no fue hasta 1952 que van Niel y Allen definieron de manera
precisa sus caracteristicas fenotipicas y le otorgaron la designacién final de Pseudomonas
stutzeri propuesta por Lehman y Neumann (Lalucat et al., 2006).

P. stutzeri pertenece al género Pseudomonas sensu stricto, y se encuentra en el grupo | de
homologia DNA-rRNA de Palleroni (Palleroni et al., 1973), las cepas representan un grupo muy
heterogéneo y estan clasificadas en genomovares (grupos de homologia DNA/DNA) (Lalucat et
al., 2006).

P. stutzeri es un bacilo con un didmetro de 0.5 pm y una longitud entre 1-3 um, contiene un
unico flagelo polar, aunque en ocasiones puede presentar uno o dos flagelos laterales. Se trata
de una bacteria Gram negativa, catalasa y oxidasa positiva con un metabolismo estrictamente
respiratorio. Puede crecer en medios minimos, sin requerimiento de factores de crecimiento,
y pese a que ninguna de sus cepas resiste condiciones acidas (< pH 4.5), tolera un gran rango
de temperaturas, siendo descritas cepas que crecen a 4 °C y a 45 °C, pudiendo crecer en el
cuerpo humano.
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Son capaces de metabolizar compuestos de carbono raramente utilizados en otras
Pseudomonas (el almidén, la maltosa o el etilenglicol son algunos ejemplos) y es capaz de usar
una gran variedad de fuentes de nitrogeno (Bosch et al., 2016) y a diferencia de otros
miembros de Pseudomonas spp., no produce pigmentos fluorescentes (Lalucat et al., 2006).
Sin embargo todas sus cepas se definen como desnitrificantes, pueden utilizar el nitrato como
aceptor final de electrones e incluso algunas cepas son capaces de fijar el nitrégeno molecular
y favorecer el crecimiento de las plantas (Pham et al., 2017).

A nivel genético P. stutzeri consta de un cromosoma circular con un tamaio entre 3.75 y 4.64
Mb y un contenido G+C que oscila entre 60.7 a 66.3 mol% (Rosellé et al., 1991).

Respecto a su habitat y relevancia ecolégica, gracias a la gran diversidad fisioldgica y
bioquimica de P. stutzeri su distribucidn es casi universal y ocupa un gran nimero de nichos
ecolégicos diferentes. Generalmente se aislan del medio ambiente, siendo localizadas cepas de
la bacteria en aguas subterraneas, suelos, aguas marinas y aguas residuales (Lalucat et al.,
2006) y aunque poco comun, también se detecta su presencia en muestras clinicas (Holmes,
1986), pero rara vez causa enfermedades; estudios realizados en la década de los 50 no
presentaron ningun tipo de asociacién clara entre este agente infeccioso y el proceso del cual
fue aislado (Noble y Overman, 1994), por lo que su aparicién en procesos infecciosos de
interés clinico es el de bacteria oportunista (Molgatini et al., 2017), siendo las principales
entidades susceptibles aquellos pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades
subyacentes (Kin et al., 2014).

1.2.2 Desnitrificacion

La desnitrificacidon es un proceso metabdlico llevado a cabo por bacterias en los que el éxido
de nitrégeno actla como aceptor final de electrones para obtener energia. El proceso ocurre
en cuatro pasos sucesivos, donde varias proteinas catalizan la reducciéon de NO; a NO,, NO y
finalmente de N,O a N, (Grosz et al., 2017) como se observa en la figura 1:

Nitrato Nitrito Oxido nitrico Oxido nitroso
reducatsa reductasa reductasa reductasa

NO; —> NO; ——> NO (g) > N;0 (g) ——> N (g)

Figura 1. Proceso de desnitrificacidn

P. stutzeri es una de las bacterias mas desnitrificantes que en mayor medida ha aportado a la
caracterizacién bioquimica y genética de este proceso y es considerada como un organismo
modelo para su estudio (Zumf et al., 1997).

Son necesarios alrededor de 50 genes para codificar las estructuras participantes en el proceso
de desnitrificacion, los cuales se localizan en el cromosoma de P. stutzeri (Vollack et al., 1998).
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Son los genes nar, que codifican las nitrato reductasas desasimilatorias, los genes nir, codifican
para la nitrito reductasa, genes nor, codifican para éxido nitrico reductasa y los genes nos, que
codifican para la 6xido nitroso reductasa. Los genes nar no se encuentran ligados a los demas
genes de la desnitrificacién que se hayan en un cluster de 30 kB (Lalucat et al., 2006) (figura 2).
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Figura 2. Modelo hipotético de la ruta de desnitrificacion en P. stutzeri. Organizacion de los
genes nar, nir, nory nos. (Lalucat et al., 2006)

— NAP: Nitrato reductasa periplasmica
— NIR: Nitrito reductasa
— NOR: Oxido nitrico reductasa

1.2.3 Aplicaciones biotecnoldgicas

Al igual que otras Pseudomonas, P. stutzeri estd involucrada en diferentes actividades
metabdlicas de relevancia para el medio ambiente, lo que la hace ideal para el desarrollo de
aplicaciones biotecnoldgicas.

Por ejemplo, P. stutzeri ha desarrollado sistemas para asegurar la disponibilidad de metales
esenciales y a su vez lidiar con los metales toxicos mediante sideréforos (Stolworthy et al.,
2001), ademas varias cepas se han descrito con un gran potencial de bioabsorcidn y resistencia
a ciertos metales (Arlinger et al., 2004).
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También es capaz de degradar derivados del petrdleo (Hou et al., 2004), hidrocarburos
aromaticos (Singh y Tiwary, 2017) y biocidas (Jude et al., 2004).

Pero la aplicacion a destacar, y en la que se centra este trabajo es su aplicacidn al ambito de la
biorrestauracién. La cepa A29 de esta bacteria ya ha sido exitosamente empleada en frescos
para eliminar cola animal (Ranalli et al., 2005), y la cepa DSM 5190 se ha empleado con el
mismo fin obteniendo resultados igual de satisfactorios (Bosch et al., 2013).

Ademas, aprovechando la capacidad desnitrificante de la bacteria se ha visto su eficacia en la
eliminacion de eflorescencias salinas insolubles dificiles de eliminar mediante los métodos
tradicionales (Bosch et al., 2013).

1.3 Métodos de deteccion de bacterias en tratamientos de biolimpieza

Los métodos habitualmente utilizados para el seguimiento y control de la viabilidad de las
bacterias son métodos de microbiologia clasica como el uso de placas de contacto para un
posterior recuento de colonias e identificacién mediante pruebas bioquimicas como tiras API
(Lustrato et al., 2012). Otros autores complementan con la medida de ATP por
bioluminiscencia (Unkovi¢ et al., 2015) obteniendo un resultado expresado en Unidades
Relativas de Luz (URL), un método rdpido pero no especifico.

Recientemente los métodos moleculares se han ido implementando, como la Reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR), que permiten amplificar regiones especificas presentes en P.
stutzeri, generalmente del gen que codifica el rRNA 16S (Mufioz, 2015).

1.3.1 Deteccion mediante hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH)

La hibridacién in situ es un método molecular que permite la deteccion y localizacion de
secuencias especificas basandose en la hibridacién de los acidos nucleicos cuando existe
complementariedad entre sus secuencias.

En la técnica FISH se hace uso de una sonda marcada por fluorescencia que permite detectar
las secuencias con las que hibrida especificamente sin dafar a la célula mediante visualizacién
bajo el microscopio de fluorescencia (Stanyon, 2017). Estas sondas se disefian generalmente
para regiones del RNA ribosdomico 16S o 23S por su estabilidad, su estructura y su elevado
numero de copias lo que permite una amplificacién de la sefial, haciéndola facilmente
detectable (Groben y Medlin, 2005). Presentan una longitud entre 18-25 pares de bases
(Frickmann et al., 2017), deben ser especificas para las secuencias para las que han sido
disefiadas, y para asegurar esta especificidad hay dos pardmetros determinantes: la
temperatura —que suele mantenerse constante- y la concentracion de formamida en el
tampdn de hibridacién, que es por lo general el parametro que permite ajustar las condiciones
de astringencia en la reaccién de hibridacién (Riou et al., 2017).
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Esta técnica es una herramienta rapida, sencilla y sobre todo muy especifica que permite
detectar e identificar microrganismos en diferentes ambientes a nivel de género y especie.

Pese a la eficacia de la técnica, en la bibliografia apenas se encuentra informacidn de su uso
para la deteccion de P. stutzeri; debido a la heterogeneidad existente entre sus cepas, la tarea
de disefiar una sonda especifica contra regiones conservadas en todas las cepas que difiera del
resto de especies es complicada. Amann et al. (1996) logré disefar dos sondas
complementarias al rRNA 16S, sin embargo mostraban complementariedad con otras
Pseudomonas; en un trabajo anterior, en nuestro laboratorio, Campayo (2014) diseiid una
sonda que permitia la deteccién especifica de la cepa DSM 5190 de P. stutzeri.

1.3.2 Deteccion de formas viables mediante Direct Viable Count (DVC)

El uso de la técnica FISH ha sido tema de controversia entre muchos autores pues debido a la
persistencia de los acidos nucleicos en las células tras la muerte, la correlacién entre la
presencia de RNA vy la viabilidad no esta del todo clara (Uyttendaele et al., 1997; Keer y Birch,
2003).

Se desarrolla por ello la técnica Direct Viable Count (DVC) que permite diferenciar las células
viables de las no viables. Las células se incuban en presencia de un antibidtico que actia como
inhibidor de la DNA girasa, inhibiendo por tanto la sintesis de DNA sin afectar al resto de las
actividades metabdlicas; como resultado, al no poder tener lugar la divisidn celular debido a la
presencia del antibidtico, las células viables aparecen elongadas y pueden diferenciarse de las
no viables (Garcia-Hernandez et al., 2012). Las células se consideran viables cuando presentan
al menos el doble de longitud que el tamafio original (Moreno et al., 2012).

Este método fue por primera vez descrito por Kogure et al., en 1979 para la enumeracién de
bacterias viables en un ambiente marino.

La técnica DVC puede combinarse con la de FISH para la deteccidn especifica de células viables
(DVC-FISH) (Rohde et al., 2017) y fue puesta a punto para la deteccion de formas viables de P.
stutzeri DSM 5190 por Campayo (2014).

Aun con el potencial que presentan ambas metodologias y las ventajas que ofrecen frente a los
métodos clasicos de microbiologia, no se encuentra publicado ningln trabajo que utilice estas
técnicas para la deteccion de las bacterias empleadas en biolimpieza.
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Objetivos

En los ultimos afios, se ha acrecentado el interés por las investigaciones en el campo de la
biolimpieza, sin embargo, la utilizacion de bacterias vivas sigue creando la duda de su
pervivencia después del tratamiento. Aunque tedricamente las bacterias no sobreviven a la
falta de agua del sustrato, se necesita la puesta a punto de protocolos que nos ayuden a
detectar la presencia de estas bacterias y su viabilidad a lo largo del tiempo. En estos
momentos sélo se dispone de métodos clasicos de microbiologia para este fin, por lo que se
hace necesaria la investigacién en métodos moleculares mucho mas especificos y fiables, a la
vez que mas rapidos.

El Departamento de Biotecnologia de la UPV estd actualmente colaborando con el
Departamento de Conservacién y Restauracidn de Bienes Culturales para optimizar el uso de P.
stutzeri como agente de biolimpieza de eflorescencias salinas y otras alteraciones en pinturas
murales.

En este trabajo, se aborda la necesidad de estudios de métodos moleculares para la deteccion
de Pseudomonas stutzeri en los trabajos de biolimpieza sobre pinturas murales, en concreto
las técnicas FISH y DVC-FISH. Para ello se han definido los siguientes objetivos:

1. Estudiar la especificidad de una sonda disefiada para la deteccién de la cepa DSM 5190
en otras cepas de Pseudomonas stutzeri.

2. Evaluar la técnica DVC-FISH descrita para P. stutzeri DSM 5190 en otras cepas de la
misma.

3. Monitorizar la presencia de P. stutzeri mediante la simulacién del tratamiento de
biolimpieza in vitro sobre probeta de pintura mural valorando la eficacia de los
diferentes métodos y materiales de toma de muestra.

4. Examinar la presencia de P. stutzeri en pinturas murales tratadas en julio de 2016.


http://www.upv.es/entidades/DCRBC/noticiasc.html
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Materiales y Métodos

3.1. Cepas bacterianas

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron diversas cepas de P.stutzeri (siendo la principal
la cepa de Pseudomonas stutzeri DSM 5190, aplicada en los tratamientos de biolimpieza),
ademads de otras especies del género Pseudomonas asi como otras cepas disponibles en el
laboratorio a modo control (tabla 1).

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas

— ' DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Coleccidn
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares)

— 2 CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo

— * ATCC: American Type Culture Collection (Coleccién Americana de Cultivos Tipo)

— *NCTC: National Collection of Type Cultures (Coleccién Nacional de Cultivos Tipo)

Especie Bacteriana Cepa Origen
Pseudomonas stutzeri 5190 DSM!
Pseudomonas stutzeri 4166 DSM
Pseudomonas stutzeri 46326 DSM
Pseudomonas stutzeri 930 CECT?

Pseudomonas fluorescens 378 CECT
Pseudomonas aeruginosa 10145 ATCC?
Salmonella entérica 4266 CECT
Escherichia coli 101 CECT
Legionella pneumophila 12821 NCTC*

Las cepas se mantuvieron a -80°C en cuentas de vidrio y viales al 20% de glicerol para el
almacenamiento y la conservacién de las mismas, permitiendo su recuperacién en cualquier
momento en caso de que fuera necesario.

Los cultivos de P. stutzeri se realizaron en Plate Count Agar (PCA), Nutrient Broth (caldo
comun) (anexo 1) durante 48 horas a 28°C, dependiendo del posterior uso que se fuera a hacer
de dicho cultivo.

El resto de bacterias incluidas en el trabajo se sembraron y se incubaron en las condiciones
Optimas para las mismas, segin el manual de la coleccion de cultivos tipo de la que
procedieran.
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3.2. Sistemas de identificacion multipruebas

Para la identificacion de las bacterias se utilizaron tiras API20E/NE dependiendo del tipo de
bacteria a identificar. Cada tira consta de 20 pocillos con distintos sustratos deshidratados, la
identificaciéon consta de 21 pruebas bioquimicas (anexo 2, tabla 1 y tabla 2), la prueba de la
citocromo oxidasa se hace de manera independiente a la tira siendo necesaria su realizacion
como paso previo con el fin de discriminar si la bacteria es Enterobacteriaceae o no, las No-
Enterobacteriacea son citocromo oxidasa positivas y las Enterobacteriaceae, negativas.

Se procede a rellenar la tira con el protocolo que incorpore la casa comercial, asi como el
tiempo de incubacién a la temperatura requerida y se procede a la lectura de positivos y
negativos en la base de datos.

La identificacidn positiva para P. stutzeri puede verse en el anexo 2, figuras 1-5.

3.3. Hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH)

3.3.1 Sondas

Para la deteccién del género Pseudomonas se empled la sonda PSE1284, complementaria para
una region especifica del rRNA 16S (Gunasekera et al., 2003), cuya secuencia se encuentra a
continuacion:

PSE1284: 5’ -GATCCGGACTACGATCGGTTT- 3’

La sonda fue marcada con el fluorocromo Cy3, que emite en el espectro rojo, por Fisher
Scientific.

Para la detecciéon de P. stutzeri en este trabajo se empleé la sonda STU2 disefiada por
Campayo (2014) basada en la secuencia del gen rRNA 23S de la cepa DSM 5190 ya que
demostré ser altamente especifica para la deteccién de P. stutzeri mediante FISH. La secuencia
de la sonda es:

STU2: 5’-GCGTTGAACCCGTAGCTTCGGTGCA-3’

La sonda fue marcada con el fluorocromo 6-carboxyfluoresceina (6-FAM), que emite en el
espectro verde, por Fisher Scientific.

3.3.2 Condiciones de fijacion
Con el fin de fijar bacterias Gram negativas se tomd 1 mL de las muestras crecidas en medio

Nutrient Broth, centrifugandose a 8000 rpm durante 8 minutos; se resuspendié el pellet en
PBS 1X (anexo 3) (la cantidad de PBS 1X se afiade en funcidn del sedimento formado).
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A continuacion se realizd un lavado centrifugado eliminando el sobrenadante vy
resuspendiendo el pellet en PBS 1X y PFA (anexo 3) en proporcidn 1:3. Se mantuvo durante un
minimo de 3 horas en la nevera a 4°C.

Tras el tiempo de refrigeracién se realizaron de uno a dos lavados con PBS1X para eliminar el
PFA. Tras ello se resuspendié el pellet en PBS 1X y etanol -20°C en proporciéon 1:1 y se
almacend a -20°C (Wallner et al., 1993).

3.3.3 Condiciones de hibridacion

Tras la fijaciéon de las muestras, se tomd un portaobjetos de teflén previamente tratado con
gelatina (anexo 3) y se deposité sobre los pocillos 5 pL de muestra; a continuacién se dejo
secar y se procedié con las deshidrataciones sucesivas, sumergiendo el portaobjetos en
soluciones acuosas de etanol 50, 80 y 100% durante 3 minutos cada uno (anexo3).

Tras las deshidrataciones se dejé secar al aire y se cubrieron los pocillos con 10 ul de solucién
de hibridacién al 30% de formamida (anexo 3) conteniendo 50ng de cada sonda marcada con
el fluorocromo correspondiente.

El portaobjetos se introdujo en posicién horizontal en una cdmara de hibridacién que contenia
una base de celulosa previamente humedecida con la solucién de hibridacion restante con el
fin de generar una atmdsfera humeda.

La reaccidn de hibridacidn se llevd a cabo a 46°C en oscuridad durante un total de 1.5 horas.
Transcurrido el tiempo de hibridacion, se lavd el portaobjetos con una solucién de lavado
(anexo 3) atemperada a 48°C; primero se procedid a verter una pequefia cantidad de soluciéon
sobre el portaobjetos para arrastrar el tampon de hibridacion y a continuacién se procedio a
sumergir el portaobjetos en el contenedor de la solucién de lavado para eliminar restos de
sonda no unidos. El tiempo de lavado fue de 15 minutos a 48°C en oscuridad (Amann et al.,
1990).

Tras el lavado, el portaobjetos se limpid con agua destilada y se dejé secar al aire en oscuridad.
Tras el secado se aplicé Vechtashield Mountain Media for Fluorescence (Vector Laboratories)
en la superficie del portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos. Una vez montado el
portaobjetos se procedid a la visualizacion mediante un microscopio de fluorescencia Olympus
BX 50 con filtros U-MWB, U-MW!IB y U-MWIG a un aumento de x100.

Es posible la conservacion de los portaobjetos mediante congelacién para poder ser
visualizado en cualquier otro momento.
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3.4. DVC-FISH

Para diferenciar entre células viables y no viables de P. stutzeri se empled la técnica combinada
de FISH con Direct Viable Count (DVC) en dénde se emplea un antibiético que impide la
division celular, pudiéndose observar por lo tanto células elongadas.

Se utilizd un cultivo de las diferentes cepas de P. stutzeri crecidas en medio Nutrient Broth
durante 24 horas a 28°C. El cultivo se centrifugd a 8500 rpm durante 10 minutos y se
resuspendid en PBS 1X. Es importante remarcar que cuando el cultivo de bacterias estd muy
concentrado (>10% UFC/mL) la técnica DVC no funciona de la manera deseada; por lo que se
requiere hacer las diluciones necesarias (Campayo, 2014).

Como medio DVC se prepard caldo LB (anexo 1) diluido 10X y se le incorporé el antibidtico
acido nalidixico (20 pg/mL) (DVCya., anexo 1).

Para la incubacién se afiadié 1 mL de la suspension de bacterias en PBS 1X a 9 mL de medio
DVC y se mantuvo a 28°C durante 16 horas, tras las cuales se procedid a la centrifugacion de
los tubos a 8000 rpm durante 8 minutos, resuspendiendo los pellets en 1mL PBS 1X
procediendo a su fijacion e hibridacion como se postula en los apartados anteriores, con el fin
de poder hacer el andlisis por FISH de las muestras. Inmediatamente después de la inoculacidn
es necesario fijar alicuotas como control.

Tanto el tiempo de incubacidn como el antibidtico seleccionado habian resultado los mas
favorables de las condiciones ensayadas para la elongacién de las células de P. stutzeri DSM
5190 seglin Campayo (2014).

3.5. Aplicacion in vitro: Monitorizacion de la presencia de Pseudomonas
stutzeri sobre probeta de pintura mural. Valoracion de la eficacia de
los diferentes métodos y materiales de toma de muestra.

3.5.1 Elaboracion y distribucion de las probetas

Para poder monitorizar la presencia de las bacterias durante los tratamientos de biolimpieza se
simularon pinturas murales en probetas de arcilla (figura 3 y 4).

En una de ellas se simularon eflorescencias salinas basdndose en la norma UNE-EN 12370
(1999): “Métodos de ensayo para piedra natural. Determinacidn de la resistencia a
cristalizacidn de sales”. Se introduce la probeta en estufa a 60-1002C hasta formarse una masa
constante, a continuacidon se sumerge hasta un medio de su longitud en una solucién de
Nitrato de potasio saturada durante un tiempo de dos horas. Se vuelve a introducir en la
estufa 60-1002C seis horas y se mantiene a temperatura ambiente alrededor de 13 horas. El
proceso se repite un total de tres veces hasta observarse las eflorescencias salinas de color
blanquecino en la superficie (figura 4) (Bosch et al., 2010).
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Cada baldosa fue dividida en 6 porciones de 100 cm?, con el fin de hacer seguimiento del
proceso a diferentes tiempos:

Antes de la inoculacidn

Tras la inoculacidn

Hora y media después del tratamiento de biolimpieza (antes de lavar)

Hora y media después del tratamiento de biolimpieza (después de lavar)

Una semana después del tratamiento de biolimpieza

A e

Dos semanas después del tratamiento de biolimpieza

A su vez las diferentes porciones estaban divididas en mas secciones para obtener muestras
mediante diferentes técnicas (apartado 3.5.3) (figura 5).

Figura 3. Imagen de la distribucién de la probeta 1

Figura 4. Imagen de la probeta 2 con eflorescencias salinas en su superficie
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3.5.2 Obtencion del cultivo

Para la obtencion de la suspension bacteriana de P. stutzeri DSM 5190 utilizada para el
tratamiento de biolimpieza se sembraron las bacterias en placas de PCA, incubandose a 28°C
durante 48 horas, tras las cuales se inocul6 el cultivo en un matraz de 100 mLde Nutrient Broth
en agitacién 100 RPM 48 horas, 28°C. Transcurrido ese tiempo se tomd una porcion de 10 mL
que se inocularon nuevamente en un matraz de 300 mL de Nutrient Broth en agitacién 100
RPM 48 horas, 28°C.

Tras ello se procedid a la recogida de las bacterias mediante centrifugacién a 4000 RPM
durante 10 minutos, 3 veces, lavando los pellets con NaCl 0.8% (anexo 1) y resuspendiendo
finalmente en agua estéril. La solucidn obtenida se guardd en nevera a 4°C hasta su uso
(Kasana et al., 2008).

Se realizaron diluciones decimales y siembra en profundidad por duplicado para conocer la
concentracidon de bacterias final (UFC/mL) con la que se trabajaba mediante recuento de
placas tras la incubacién a 28°C, 48 horas.

3.5.3 Toma de muestras

Para la monitorizacién de la presencia de las bacterias a diferentes tiempos del tratamiento de
biolimpieza, se tomaron muestras de diferentes formas por duplicado para poder establecer
comparaciones y validar la mas eficaz.

Se tomaron muestras mediante laminocultivos con PCA (anexo 1) para un analisis
microbioldgico tradicional, los cuales fueron cultivados a 28°C, 48 horas. También se hicieron
mediciones de ATP mediante el sistema 3M™ Clean-Trace Surface ATP UXL100 que dispone de
hisopos de superficie para la toma de la muestra, asi como se recogieron muestras mediante
torundas estériles y bisturi para analisis mediante FISH o DVC-FISH seglin procediera,
cerciorandose de que las bacterias adheridas se soltaran de su soporte mediante el empleo del
vortex. En el caso de considerarse necesario se enriquecieron las muestras mediante su
inoculacidon en 1ImL de caldo comun dejdndose incubar a 28°C 48 horas, tras las cuales se
procederia a su fijacion e hibridacion como ya se ha mencionado en apartados anteriores.

En las figuras 5 y 6 se encuentra un esquema de la distribucidn y procesado de las diferentes
tomas de muestra sobre la probeta.

Se aplicaron las bacterias en todos los cuadrados mediante un pincel estéril, salvo en el caso
del primero, el cual corresponde a la muestra tomada antes de la inoculacidn de las bacterias.
A continuacién de la inoculacion se recogieron las muestras del cuadrado nimero 2 y se aplicé
una capa de agar al 2% a modo de superficie humectante (anexo 1).

Las bacterias actuaron durante un tiempo total de hora y media a 28°C; tras el tratamiento se
tomaron las muestras del cuadrado 3 y se procedid a su limpieza con agua estéril. Posterior al
lavado se tomaron las muestras del cuadrado 4. Pasadas una y dos semanas desde el
tratamiento, se tomaron las muestras de los cuadrados 5 y 6 respectivamente.
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1 mL PBS 1X

Fijar e hibridér

Incubacion
28°C 48 horas

Medida de ATP

Figura 5. Esquema de la distribucién y procesado de la toma de muestras de las secciones de la

probeta
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Figura 6. Esquema de distribucién de las tomas de muestra en la probeta
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3.6. Toma de muestras procedentes de pinturas murales

Las muestras fueron tomadas de la misma manera que en el apartado 3.5.3, con hisopos de
superficie para la medida de ATP, placas rodac de PCA en sustitucién de los laminocultivos -
siendo igualmente incubadas a 28°C durante 48 horas- y torundas y bisturi para el andlisis por
DVC-FISH.

La toma de muestras se realizd en pinturas murales tratadas previamente con P. stutzeri en
julio de 2016. Se tomaron tres muestras en las zonas correspondientes a la inoculaciéon de la
bacteria, asi como una muestra adyacente a esta zona, por la posible migracién que podria
haber tenido lugar y que habria desplazado a las bacterias. También se tomd una muestra a
modo de control negativo en una zona alejada del area de aplicacién de P. stutzeri.
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Resultados y Discusidn

4.1. Deteccion mediante hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH)

Uno de los objetivos de este trabajo fue comprobar la especificidad de la sonda STU2 disefiada
para la deteccidn de la cepa DSM 5190 de Pseudomonas stutzeri.

El alineamiento de la secuencia STU2 con la base de datos de nucledtidos del NCBI mostré su
validez tedrica (figura 7), ya que mostré complementariedad con varias cepas de la especie y
no mostrd alineamientos con otras especies del género.

Max  Total Query E

Description score | score | cover | value Ident | Accession
Pseudomonas stutzeri strain ATCC 17588 23S ribosomal RNA gene, complete sequence 50.1 50.1 100% 6e-04 100% NR_103974.1
Pseudomonas stutzeri strain A1501 235 ribosomal RNA gene. complete sequence 50.1 50.1 100% 6e-04 100% NR_076417.1
Pseudomonas stutzeri strain CGMCC 1.1803. complete genome 50.1 200 100% 6e-04 100% CP002881.1
Pseudomonas stutzeri DSM 4166, complete genome 50.1 200 100% 6e-04 100% CP002622.1
Pseudomonas stutzeri A1501, complete genome 50.1 194 100% 6Ge-04 100% CP000304.1
Pseudomonas stutzeri strain SLG510A3-8. complete genome 48.1 192 96% 0.003 100% CP011854.1

Figura 7. Alineamiento de la sonda STU2 en la base de datos NCBI

Posteriormente se llevd a cabo la técnica FISH con diferentes cepas de P. stutzeri asi como
otras cepas del género Pseudomonas y diversas cepas de otras especies a modo de control
negativo (tabla 1 del apartado 3.1 en materiales y métodos) para estudiar a nivel experimental
la especificidad de la sonda STU2.

En las figuras 8, 9, 10 y 11 se observa como tanto la sonda de PSE1284 utilizada a modo de
control, como la sonda STU2 hibridan con todas las cepas de P. stutzeri que fueron testadas,
por lo que se determina que la sonda no es especifica para la cepa para la que fue disefiada y
que presenta complementariedad con al menos las que se presentan en este trabajo. Sin
embargo no se puede confirmar que la sonda hibride con todas las cepas de la especie, ya que
la dificultad de disefiar una sonda especifica de la especie P. stutzeri ya fue discutida por
Amann et al. (1996) que lo atribuye a la gran heterogeneidad existente entre cepas.

En los casos de los controles, la sonda STU2 no hibrida con otras especies del género
Pseudomonas (figuras 12 y 13) y como cabia esperar, en los controles negativos no se observan
hibridaciones con ninguna de las sondas, lo que ratifica la especificidad de la sonda STU2 para
P. stutzeri. Los resultados de la hibridacién con las sondas testadas pueden consultarse en la
tabla 4 del anexo 5.
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Figura 8. P. stutzeri DSM 5190 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo) (A) e
hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)

A B

Figura 9. P. stutzeri CECT 930 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo) (A) e
hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)
A B

Figura 10. P. stutzeri DSM 46326 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo) (A) e
hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)
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Figura 11. P. stutzeri DSM 4166 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo) (A) e
hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)

A B
Figura 12. P. aeruginosa CECT 10145 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo)
(A) e hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)

Figura 13. P. fluorescens CECT 378 hibridada con la sonda PSE1284 marcada con Cy3 (rojo) (A)
e hibridada con STU2 marcada con 6-FAM (verde) (B)
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4.2 Deteccion de formas viables mediante Direct Viable Count

Para la evaluacién de la técnica DVC-FISH se procedio a la incubacidn de las diferentes cepas
de P. stutzeri en medio DVCya durante 16 horas, condiciones éptimas para la elongacién de
células de la cepa DSM 5190, segun estipula Campayo (2014); también se tuvo en cuenta que
la concentracidn de células resulta limitante para la técnica, pues a una elevada concentracion
de células la concentracién de antibidtico puede resultar insuficiente para inhibir la division de
las células; por ello para este trabajo se realizaron diluciones de 10?2 para obtener los
resultados deseados.

En las figuras 14 y 15 se observa como el protocolo ensayado inhibe satisfactoriamente la
division de las células en el caso de las cepas DSM 5190 y CECT 930, pues se encuentran células
elongadas que doblan su longitud original, requisito indispensable para considerarlas viables;
sin embargo en las cepas DSM 4166 y 46326 (figura 16) no se observd ningln tipo de
elongacion significativo.

Las diferencias existentes entre las cepas pueden llevar al desarrollo de resistencia al
antibidtico seleccionado, que ya ha sido descrito en la bibliografia para otras especies de
Pseudomonas (Rella y Haas, 1982). Con el fin de comprobar la posible resistencia al antibidtico
y descartar que las células no fueran viables se recurrié al métodos clasicos de microbiologia
de cultivo en placa (Keer y Birch, 2003). Se tomaron muestras procedentes del caldo crecido
utilizado para el DVC de ambas cepas mediante torundas estériles y se sembraron en placas
de PCA que se incubarian a 28°C durante 48 horas. En ambos casos se obtuvo crecimiento por
lo que se descarta que la ausencia de elongacién fuera la no viabilidad de las bacterias

utilizadas.

Figura 14. P. stutzeri CECT 930 hibridada con la sonda STU2 antes (A) y después de la
incubacién en el medio DVCya, durante 16 horas (B)
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Figura 15. DVC-FISH de P. stutzeri DSM 5190 (A) y CECT 930 (B) hibridadas con la sonda STU2

A

Figura 16. DVC-FISH de P. stutzeri DSM 4166 (A) y DSM 46326 (B) hibridadas con la sonda STU2

4.3. Aplicacion in vitro: Monitorizacion de la presencia de Pseudomonas
stutzeri sobre probeta de pintura mural. Valoracion de la eficacia de
los diferentes métodos y materiales de toma de muestra.

Para el simulacro del proceso de biolimpieza se partié de una suspensidn bacteriana de P.
stutzeri con una concentracién de 7.4 *10®° UFC/mL. Para comprobar la viabilidad de la
suspension de bacterias empleada, se tomd una muestra de 50 uL para su medicién de ATP
por duplicado, cuyo resultado fue 61754 y 61105 URL, también se tomd 1mL de muestra para
su posterior analisis mediante DVC-FISH cuyo resultado puede verse en la figura 17, donde se
verifica nuevamente la viabilidad de las bacterias aplicadas.

Es necesario tener en cuenta que el material de las probetas se vuelve relevante para el
anadlisis de los resultados, la probeta 1 ofrece peores resultados ya que absorbié en su
totalidad la suspension de bacterias aplicadas.
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Figura 17. DVC-FISH de P. stutzeri DSM 5190 empleada para el tratamiento biolimpieza in vitro
hibridada con la sonda STU2

Los resultados obtenidos mediante laminocultivos pueden observarse en las figuras 6-11 del
anexo 4. En el caso del control negativo (cuadrado 1, anexo 4 figura 6 A) no se observo
crecimiento de P. stutzeri, Unicamente colonias que corresponderian a microorganismos
ambientales. En las muestras tomadas correspondientes al cuadrado 2 en ambas probetas se
observd un crecimiento en masa en el que las colonias no eran distinguibles, un resultado
esperado pues las bacterias se acababan de inocular (anexo 4, figura 6 By 8 A).

En el cuadrado 3 también se puede ver un crecimiento en masa (anexo 4, figura 7 Ay 8 B), sin
embargo después de proceder con el lavado, en las muestras tomadas del cuadrado 4 ya se
percibe una reduccién del crecimiento (anexo 4, figura7 By 9).

Pasadas una y dos semanas desde el tratamiento (cuadrado 5 y 6) (anexo 4, figura 10 y 11)
hubo una gran disminucién del crecimiento bacteriano, pues aparecieron muy pocas colonias.
Las colonias crecidas en el laminocultivo correspondiente al cuadrado 6 fueron resembradas
en placas de PCA procediendo a su posterior identificacion mediante Tira Api 20NE que
constato la presencia de P. stutzeri.

Los resultados obtenidos mediante la medida de ATP pueden contemplarse en la tabla 2.

Debido a que la torunda del medidor de ATP solo muestrea la superficie, resulté muy ineficaz
en el caso de la probeta 1 que no ofreci6 mucha diferencia en los valores de URL en los
diferentes tiempos de la toma de muestras, por lo que se procedera Unicamente al andlisis de
los resultados de la probeta 2. En el caso del control negativo la medicién dio valores de URL
muy bajos como era de esperar, posteriormente, recién inoculadas las bacterias, las cifras
subieron llegando a su maximo en la toma de muestra del cuadrado 3, lo que podria ser
indicador de que durante el tratamiento de biolimpieza las bacterias se multiplican. Tras el
lavado las cifras disminuyeron y pasadas una y dos semanas se siguieron obteniendo valores
muy bajos.

De las muestras obtenidas mediante torundas y bisturi en los cuatro primeros cuadrados de
ambas probetas se realizé Unicamente la técnica de FISH, pues se partia de un cultivo fresco de
bacterias viables y se considera que mantendrian su viabilidad durante el periodo de toma de
muestras de estos cuadrados (figuras 18-23).
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Tabla 2. Resultados de la medicién de ATP en tratamientos de biolimpieza sobre probeta de
pintura mural. "URL: Unidades Relativas de Luz

Cuadrado Muestra Probeta 1 Probeta 2
(URL)* (URL)*
1 1.1 14 18
Antes de la inoculacion 1.2 9 34
2 2.1 78 532
Tras la inoculacién 2.2 56 877
3 3.1 70 2087
1.5 h después del tratamiento de 3.2 92 3824
biolimpieza (antes de lavar)
4 4.1 22 417
1.5 h después del tratamiento de 4.2 32 257
biolimpieza (después de lavar)
5 5.1 260 58
Una semana después del tratamiento 52 58 26
de biolimpieza
6 6.1 35 42
Dos semana después del tratamiento 6.2 25 24
de biolimpieza

Los resultados correspondientes a la técnica FISH para la detecciéon de P. stutzeri en los
diferentes cuadros de las probetas de pintura mural pueden consultarse en la tabla 5 del
anexo 5. Como cabia esperar, en el control negativo no se observd ninguna célula de P. stutzeri
en ninguna de las probetas.

La recogida de muestra en la superficie por torunda no resultd muy eficaz en el caso de la
probeta 1 debido al tipo de material como se ha mencionado anteriormente, por lo que
apenas se detectaron células mediante ese sistema de recogida (figura 18 A, 19 Ay 20 A). Pese
a que tampoco se observd una gran cantidad de células en la muestra recién inoculada
recogida con bisturi (figura 18 B), si se observé un nimero considerable de células tras horay
media de biolimpieza (figura 19 B) y tras el lavado se detecté una mayor cantidad de bacterias
(figura 20 B), resultado opuesto tanto a las medidas de ATP como a los laminocultivos.

En el caso de la probeta 2, la torunda ofrecid mejores resultados que el bisturi; en la toma
correspondiente al cuadrado 2 (recién inoculadas las bacterias) (figura 21) se observa una gran
cantidad de células que disminuye notablemente en el cuadrado 3 (figura 22), lo cual se
contradice con los resultados obtenidos en la medicion de ATP; tras el lavado no se detectd
con ningln método células (figura 23).

Estos resultados pueden deberse a que la aplicacion de bacterias no se hizo de manera
homogénea, pero también es necesario tener en cuenta las limitaciones de cada técnica; en el
caso de la medida de ATP, aparte de que solo se muestrea la superficie, no es una medida
especifica, y respecto al método FISH la muestra analizada solo representa un pequefio
porcentaje del total, por lo que cabe la posibilidad de que no sea representativa.
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A B
Figura 18. FISH de las bacterias recién inoculadas sobre probeta 1 recogidas con torunda (A) y
con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2

A B
Figura 19. FISH de las bacterias tras hora y media de biolimpieza sobre probeta 1 recogidas
con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2

A B
Figura 20. FISH de las bacterias tras el lavado sobre probeta 1 recogidas con torunda (A) y con
bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2

24



Resultados y Discusidn

Figura 21. FISH de las bacterias recién inoculadas sobre probeta 2 recogidas con torunda (A) y
con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A

Figura 22. FISH de las bacterias tras hora y media de biolimpieza sobre probeta 2 recogidas
con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A B

Figura 23. FISH de las bacterias tras el lavado sobre probeta 2 recogidas con torunda (A) y con
bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
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En el caso de los cuadrados 5 y 6 (pasada una y dos semanas desde la aplicacion inicial de las
bacterias) el tratamiento de las muestras fue diferente, se supuso que la concentracién de
bacterias seria menor, asi como que las que pudiera haber presentes podrian no ser viables,
por lo que de las muestras obtenidas, una pasd a ser analizada por DVC-FISH para verificar la
viabilidad de las bacterias presentes, mientras que otra fue enriquecida mediante crecimiento
en caldo comun (28°C, 48 horas) y posteriormente fijada e hibridada. También se analizaron
muestras sin ningun tipo de enriquecimiento (anexo 5, tabla 5).

Asi mismo todas las muestras correspondientes a estos dos cuadrados fueron resuspendidas
en el paso final de la fijaciéon en un volumen menor con el fin de concentrar las muestras.

Los resultados pueden observarse en la tabla 3 asi como en las figuras 24-31.

Tabla 3. Resultados de la toma de muestra de los cuadrados 5 y 6 (pasada una y dos semanas
desde el tratamiento de biolimpieza respectivamente).

Cuadrado Probeta Tratamiento | Método de Resultado Figura
recogida
5 1 DVC Torunda (-) 24
Una semana Bisturi (+) Células elongadas
tr:te;zl::;tieée Incubacién Torunda () 25
biolimpieza Bisturi (++)Mucho crecimiento
2 DVC Torunda (-) 26
Bisturi (+) Células elongadas
Incubacién Torunda (-) 27
Bisturi (+)Crecimiento
6 1 DVC Torunda (-) 28
Dos semanas Bisturi (+) Células elongadas
trgf:g‘::;tie;e Incubacién Torunda (-) 29
biolimpieza Bisturi (++) Mucho crecimiento
2 DVC Torunda (-) 30
Bisturi (-)
Incubacién Torunda (+)Células no viables 31
Bisturi (++)Mucho crecimiento

Mediante el enriquecimiento de las muestras en caldo comun se encontraron células viables
en todos los casos, sin embargo la toma de muestra mediante bisturi resultd6 mucho mas
eficiente que la recogida mediante torunda donde apenas se observaron células aisladas en
uno de los casos. En las muestras sin enriquecer no se visualizé ninguna célula.

Estos resultados determinan que con el paso del tiempo las bacterias Unicamente se logran
detectar mediante bisturi, y aunque este sea un método mas invasivo y que presenta mas
fondo en la preparacion, lo que dificulta el analisis de los resultados, es la Unica herramienta
valida, ya que se piensa que las bacterias penetran en los poros de la probeta y la torunda no
permite su recogida; estas afirmaciones concuerdan a su vez con los resultados obtenidos por
Campayo (2014).

26




Resultados y Discusidn

Figura 24. DVC-FISH de las bacterias tras una semana desde la biolimpieza sobre probeta 1
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A B

Figura 25. Incubacion de las bacterias tras una semana desde la biolimpieza sobre probeta 1
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A B

Figura 26. DVC-FISH de las bacterias tras una semana desde la biolimpieza sobre probeta 2

recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
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Figura 27. Incubacion de las bacterias tras una semana desde la biolimpieza sobre probeta 2
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A B

Figura 28. DVC-FISH de las bacterias tras dos semanas desde la biolimpieza sobre probeta 1
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A B

Figura 29. Incubacion de las bacterias tras dos semanas desde la biolimpieza sobre probeta 1

recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
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Figura 30. DVC-FISH de las bacterias tras dos semanas desde la biolimpieza sobre probeta 2
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2
A

Figura 31. Incubacion de las bacterias tras dos semanas desde la biolimpieza sobre probeta 2
recogidas con torunda (A) y con bisturi (B) hibridadas con la sonda STU2

Para continuar con la evaluacién de la presencia de P. stutzeri, se decidié hacer una toma de
muestras pasadas tres semanas con torunda y bisturi con enriquecimiento en caldo comun
para posterior analisis por FISH, realizando la hibridacidn por triplicado. Los resultados
correspondientes se encuentran en la tabla 6 del anexo 5, en ningun caso se observd ningun
tipo de crecimiento por lo que estima que las células presenten que se encontraron no eran
viables.
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4.4. Analisis de muestras procedentes de pinturas murales

Se tomaron muestras de obras reales que habian sido tratadas mediante biolimpieza con la
aplicacion de células viables de P. stutzeri en julio de 2016. Los resultados de la medicién de
ATP estan disponibles en la tabla 4, los valores obtenidos fueron bastante reducidos, lo que
indica que no hay crecimiento activo de microorganismos suficiente para ser detectado por
este método.

Tabla 4. Resultados de la medicién de ATP sobre pintura mural tratada con P. stutzeri. *URL:
Unidades Relativas de Luz

Control - 135
Zona Inoculacion, 12
Zona Inoculacién, 12
Zona Inoculacién; 33

Zona adyacente 33

Al igual que en los casos de los cuadrados 5 y 6 de la experiencia anterior, debido al largo
periodo de tiempo pasado desde la aplicaciéon de las bacterias hasta la toma de muestras
mediante bisturi y torunda, las muestras fueron analizadas tanto por DVC-FISH como
enriquecidas por crecimiento en caldo comun. Los resultados pueden contemplarse en la tabla
7 del anexo 5. En ninguno de los casos se observd ninguna célula de P. stutzeri.

En las placas de contacto que se tomaron, Unicamente se selecciond una colonia que
presentaba una morfologia similar a P. stutzeri para su siembra en PCA y posterior
identificacion mediante tira Api 20NE (figura 32 rodeada con un circulo rojo), sin embargo se
descarté que fuera P. stutzeri por la morfologia que presentaban las colonias de la resiembra.

Figura 32. Placa de contacto tomada de obra real
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Conclusiones

Tras los experimentos y ensayos realizados a lo largo de este trabajo, los resultados obtenidos
han llevado a la conclusidn de que las diferencias existentes entre la variedad de cepas de P.
stutzeri disponibles en el laboratorio, no son determinantes para la hibridacion de la sonda
STU2 que fue en principio disefiada y testada para la cepa DSM 5190, ya que esta dio
hibridacidn positiva con todas las cepas de P. stutzeri testadas, sin embargo estas diferencias
entre cepas si que fueron determinantes en el ensayo de DVC ya que bajo las mismas
condiciones se obtuvieron resultados opuestos, mientras que en las cepas DSM 5190 y CECT
930 se apreciaba una notable elongacién de las células, en las cepas DSM 4166 y 46326 no se
aprecié dicha elongacién, por lo que las condiciones del DVC deben establecerse para cada
tipo de cepa de la bacteria.

La técnica FISH representa una metodologia rapida y especifica que permite monitorizar la
presencia de P. stutzeri en tratamientos de biolimpieza, al contrario que los métodos
microbioldgicos clasicos, que requieren mayor tiempo de incubacién y son menos especificos.
Ademas la técnica FISH combinada con DVC permite determinar la viabilidad celular de manera
eficaz. La medida de ATP se considera una herramienta complementaria inespecifica, para
determinar la existencia de microorganismos vivos.

Respecto a la toma de muestras para el analisis por FISH/DVC-FISH, mientras que durante las
primeras etapas del tratamiento de biolimpieza es posible la deteccion de las bacterias
mediante la recogida de muestra de manera superficial con el uso de torundas, con el paso del
tiempo el andlisis de la superficie se vuelve ineficaz y las bacterias son Unicamente detectables
con el uso del bisturi.

Asi mismo pasado el tiempo el enriquecimiento de las muestras mediante incubacidn en caldo
comun es una manera eficiente de determinar la viabilidad, asi como, de aumentar la
probabilidad de deteccién al multiplicar el nimero de bacterias, lo que evita los falsos
negativos que podrian originarse debido a la menor concentracion original de bacterias.

Pasadas tres semanas desde el tratamiento de biolimpieza en el simulacro in vitro sobre
probetas de pintura mural, todos los analisis hechos con y sin enriquecimiento constataron la
ausencia de células viables de P. stutzeri. De la misma manera en ninguna de las pruebas
realizadas en pinturas murales reales tratadas en julio 2016 se detecté la presencia de P.
stutzeri.
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Anexos

ANEXO 1: Medios de cultivo

A continuacion se muestran los diferentes medios de cultivos utilizados para el crecimiento de

las bacterias utilizadas en este trabajo; asi como la composicidén y preparacién de cada uno de

ellos:
Plate Count Agar (PCA):
— Peptona caseina 50¢g
— Extracto de levadura 2,5¢
— Dextrosa 10g
— Agar 150¢
— Agua destilada 1L
- pH 7,0+0.2

Preparacion:

Suspender 23,5 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Agitar hasta su completa disolucién.

Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Nutrient Broth:

— Extracto de carne 30g

— Peptona 50¢g
Preparacion:

Suspender 8 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Agitar hasta su completa disolucion.

Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

LB Broth (Sigma)

— Triptona (digestién pancredtica de caseina) 10 g/L
— Extracto de levadura 5g/L
— Nadl 5g/L
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Preparacion:

Suspender 20 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Agitar hasta su completa disolucién.

Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

DVCnat

— LB broth 1/10

— Acido nalidixico 20 pg/mL
NaCl (0.8 %)

— Nadl 8g

— Agua Destilada 1000 mL
Agar 2%

— Agar 20¢g

— Agua destilada 1000mL

Preparacion:

Suspender 20 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Agitar hasta su completa disolucién.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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ANEXO 2: Tiras API

Tabla 1. Bateria de reacciones incluidas en la tira APl 20E

Prueba

Reaccién / Enzimas

ONPG

Beta-galactosidasa

ADH

Arginina deshidrolasa

LDC

Lisina descarboxilasa

ODC

Ornitina descarboxilasa

CIT

Utilizacion del citrato

H2S

ProducciondeH2S

URE

Ureasa

TDA

Triptéfano desaminasa

IND

Produccion de indol

VP

Produccion de acetoina (Voges-Proskauer)

GEL

Gelatinasa

GLU

Fermentacidn/oxidacién de glucosa

MAN

Fermentacién/oxidacion de manitol

INO

Fermentacién/oxidacién de inositol

SOR

Fermentacién/oxidacion de sorbitol

RHA

Fermentacién/oxidacién de ramnosa

SAC

Fermentacién/oxidacion de sacarosa

MEL

Fermentacién/oxidacién de melobiosa

AMY

Fermentacidn/oxidacién de amigdalina

ARA

Fermentacién/oxidacién de arabinosa

OX

Citocromo oxidasa

Tabla 2. Bateria de reacciones incluidas en la tira AP 20NE

Prueba

Reaccién / Enzimas

NO3

Reduccidén de nitratos en nitritos

Reduccidn de nitritos en nitrégeno

TRP

Formacion de indole

GLU

Fermentacién glucosa

ADH

Arginina dihidrolasa

URE

Ureasa

ESC

Hidrélisis (B-glucosidasa) (Esculina)

GEL

Hidrélisis (Proteasa)

PNPG

3-Galactosidasa

GLU

Fermentacidn/oxidacién de glucosa

ARA

Fermentacién/oxidacién de arabinosa

MNE

Fermentacién/oxidacién de manosa

MAN

Fermentacidn/oxidacién de manitol

NAG

Fermentacidn/oxidacién de N-Acetil-Glucosamina

MAL

Fermentacién/oxidacién de maltosa

GNT

Fermentacion/oxidacion de gluconato potaésico
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CAP Fermentacion/oxidacién de acido caprico
ADI Fermentacidn/oxidacién de 4cido adipico
MLT Fermentacién/oxidacién de malata
CIT Fermentacién/oxidaciéon de citrato
PAC Fermentacién/oxidacién de acido fenilacético
OX Citocromo oxidasa
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Figura 1. Tira APl 20NE de P. stutzeri DSM 5190
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Figura 2. Identificacién APIWEB de la tira APl 20NE de P. stutzeri DSM 5190
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Figura 3. Resultados APIWEB de la tira APl 20NE de P. stutzeri DSM 4166

Figura 4. Patrén de metabolizacion de azlcares de P. stutzeri DSM 4166
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Figura 5. Identificacién APIWEB de la tira APl 20NE de P. stutzeri DSM 4166
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ANEXO 3: Soluciones y reactivos utilizados para FISH

PBS 3X
— Nadl 22,8g
— NaH,PO, 3g
—  Na,HPO, 2,88¢
— Agua destilada 1L
— pH 7,5

Preparacion:

Disolver los fosfatos y el cloruro sédico por separado. Esterilizar a 115°C durante 20 minutos. El
PBS 1X utilizado en el trabajo se preparara a partir de éste.

Paraformaldehido (PFA, Panreac)
Preparacion:

Calentar 30 mL de agua destilada a 60°C. Afiadir 2 g de PFA al agua y agitar. Adicionar unas
gotas de NaOh 5M para disolver el polvo. Completar hasta 50 mL con PBS 3X. Ajustar el pH
hasta alcanzar 7,5. Es necesario eliminar los posibles cristales formados mediante filtracién.
Para su conservacion mantener a 4°C si se va a utilizar en las siguientes 48 horas, en caso
contrario almacenar a -20°C.

Gelatinizacion de los portaobjetos

— Gelatina bacterioldgica (Cultimed 170-180) 0,1%
— Sultafo potasico cromato (CrK(S04)2) (Sigma C-5925) 0,01%

Preparacion:

Calentar 40 mL de agua destilada en agitacion hasta alcanzar 60°C, afiadir 50 mg de gelatina 'y
5 mg de sal de cromato. Una vez disuelto dejar atemperar hasta 45°C. Sumergir el
portaobjetos cubierto con teflon (Marienfeld, red. 9782100) previamente lavados con
desengrasante, enjuagados con agua destilada y secados al aire; en esta solucién. Escurrir y
secar al aire.
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Portaobjetos cubiertos con teflon (Marienfeld 9782100)

Lavar los portaobjetos con desengrasante, enjuagar con agua destilada y secar al aire.
Sumergir los portaobjetos en geltaina al 0,1% y dejar escurrir. Secar al aire.

Deshidratacion de las muestras

— Etanol 50%: 100 mL Etanol absoluto + 100 mL agua destilada. Guardar a
temperatura ambiente.

— Etanol 80%: 160 mL Etanol absoluto + 40 mL agua destilada. Guardar a
temperatura ambiente.

— Etanol 100% (Absoluto): Reactivo etanol absoluto grado PRS. Guardar a

temperatura ambiente.

Solucion de hibridacion

— Nadl 360 uL
— HCL-Tris1M 40 pL
— Formamida X uL

— SDS 10% 2L

Completar con agua MiliQ hasta 2 mL

Preparacion:

Mezclar todos los componentes afiadiendo en ultimo lugar el SDS 10%. Completar con agua

MiliQ hasta 2 mL.

La soluciéon de hibridacion para este trabajo fue preparada para un 30% de formamida

(afiadiendo por tanto 600 L a la solucién).
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Solucion de lavado

— NaCl5M * 4500-180 pL
— EDTAO.5M * 0-500 pL

— HCL-Tris 1M 1000 pL

— SDS 10% 50 pL

Completar con agua MiliQ hasta 50 mL.

*La concentracién de NaCl 5M asi como la de EDTA 0.5M depende de la concentracién de

formamida utilizada en la solucién de hibridacion (tabla 3):

Tabla 3. Concentraciéon de NaCl 5 M y EDTA 0.5 M en funcién de la concentracién de

formamida.
%Formamida (Solucion de puL de NaCL 5M (Solucién de uL de EDTA 0.5 M (Solucién
hibridacion) Lavado) de Lavado)

10% 4500 -

20% 2150 500
25% 1490 500
30% 1020 500
35% 700 500
40% 460 500
45% 300 500
50% 180 500

La solucidn de hibridacidn para este trabajo fue preparada para un 30% de formamida por lo

que se anadieron 1020 puL de NaCl 5M y 500 pL de EDTA 0.5M.

Sondas
Preparacion:

Diluir en agua MiliQ la solucién madre de sondas marcadas con fluorocromos hasta alcanzar

una concentracion de 50 ng/uL. Almacenar a -20°C en oscuridad.
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ANEXO 4: Resultado de laminocultivos y placas de contacto

Figura 6. Laminocultivos correspondientes a la toma de muestra del cuadrado 1 (A)y 2 (B) en
probeta 1

Figura 7. Laminocultivos correspondientes a la toma de muestra del cuadrado 3 (A) y 4 (B) en
probeta 1

Figura 8. Laminocultivos correspondientes a la toma de muestra del cuadrado 2 (A) y 3 (B) en

probeta 2
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Figura 9. Laminocultivo correspondiente a la toma de muestra del cuadrado 4 en probeta 2

Figura 10. Laminocultivos correspondientes a la toma de muestra del cuadrado 5.1 (A) y 5.2 (B)
en probeta 2

Figura 11. Laminocultivo correspondiente a la toma de muestra del cuadrado 6 en probeta 2
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ANEXO 5: Resultados de las hibridaciones FISH

Tabla 4. Resultados de la hibridacidon de las sondas testadas

Pseudomonas stutzeri 5190 DSM (+) (+)
Pseudomonas stutzeri 4166 DSM (+) (+)
Pseudomonas stutzeri 46326 DSM (+) (+)
Pseudomonas stutzeri 930 CECT (+) (+)
Pseudomonas aeruginosa 10145 ATCC (+) (-)
Pseudomonas fluorescens 378 CECT (+) (-)
Salmonella entérica 4266 CECT (-) (-)
Escherichia coli 101 CECT (-) (-)
Legionella pneumophila 12821 NCTC (-) (-)

Tabla 5. Resultados FISH en probeta de pintura mural para la deteccién de P. stutzeri

1 Torunda 1.1 (-) (-)

Antes de la inoculacién Torunda 1.2 (-) (-)

Bisturi 1.1 (-) (-)

Bisturi 1.2 (-) (-)

2 Torunda 2.1 (+) (+)

Tras la inoculacién Torunda 2.2 (+) (+)

Bisturi 2.1 (+) (-)

Bisturi 2.2 (+) (-)

3 Torunda 3.1 (+) (+)

1.5 h después del Torunda 3.2 (-) (+)

tratamiento de . ;

biolimpieza (antes de B!Stu”, 31 (+) ()

lavar) Bisturi 3.2 (+) (-)

4 Torunda 4.1 (+) (-)

1.5 h después del Torunda 4.2 (+) (-)

tratamiento de . ;

biolimpieza (después de B!Stu”, 4.1 (+) ()

lavar) Bisturi 4.2 (+) (-)

5 Torunda 5.1 (-) (-)

Una semana después del Bisturi 5.1 (_) (_)
tratamiento de biolimpieza

6 Torunda 6.1 (-) (-)

Dos semanas después del Bisturi 6.1 (_) (_)
tratamiento de biolimpieza
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Tabla 6. Resultados FISH en probeta de pintura mural para la deteccidn de P. stutzeri pasadas

tres semanas desde la aplicacién de bacterias viables

Método de recogida

Enriquecimiento

Hibridacion

Torunda Si (-) (-) (-)
No (-) (-) (+)
Bisturi Si (-) (-) (-)
No (+) (-) ()

Tabla 7. Resultados FISH en pintura mural real para la deteccién de P. stutzeri

Muestra Tratamiento Método de Hibridacion
recogida

Control — DVC Torunda (-)
Bisturi (-)
Incubacién Torunda (-)
Bisturi (-)
Zona DVC Torunda (-)
Inoculacidn, Bisturi (-)
Incubacién Torunda (-)
Bisturi (-)
Zona DVC Torunda (-)
Inoculacidn, Bisturi (-)
Incubacién Torunda (-)
Bisturi (-)
Zona DVC Torunda (-)
Inoculacidns Bisturi (-)
Incubacién Torunda (-)
Bisturi (-)
Zona DVC Torunda (-)
adyacente Bisturi (-)
Incubacién Torunda (-)
Bisturi (-)
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