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41. Introduccio

Gran part de les limitacions en la comprensi6 dels biofilms s’han produit per la manca de tecniques adequades per al seu estudi.
Historicament, I'analisi dels biofilms ha necessitat de I'evolucid de reactors pel seu cultiu sota condicions controlades, aixi com
del desenvolupament de metodes analitics per avaluar la preséncia microbiana. Gran part de la metodologia utilitzada ha
requerit el mostreig destructiu del biofilm, sense proporcionar informacié de I'estructura espacial i de les heterogeneitats
fisiologiques dins dels biofilms. D’altra banda, els metodes microbioldgics classics no poden obviar el fet que molts dels bacteris
poden entrar en un estat fisiologic viable perd no cultivable (Rozak & Colwell 1987). A més, els métodes classics son
especialment inadequats per a l'estudi dels biofilms sotmesos a desinfeccio, perqué els recomptes de viables en placa
sobreestimen I'eficacia de I'activitat biocida (McFeters et al. 1995b).

L'estudi dels biofilms requereix un sistema adequat per al seu desenvolupament. Un dels primers sistemes utilitzats amb
aquesta finalitat va ser I'aparell de Robbins (Lappin-Scott & Costerton 1989), un reactor tubular amb una serie de mostrejadors
on és possible situar diferents superficies exposades a un medi de cultiu circulant amb algun organisme. Aquest aparell es va
utilitzar per establir I'eficacia de tractaments amb biocides en el control de la colonitzacié microbiana de superficies. L'exit de
I'aparell de Robbins va estimular el desenvolupament de diferents dissenys i variants de reactors per al desenvolupament dels
biofilms. Entre d'altres, s’han utilitzat reactors de llit empacat i filtres de percolacio, reactors de llit fluiditzat, reactors de flux
continu en agitacié (Peyton & Characklis 1995), reactors de flux radial i reactors de rotacié anular o roto-torque (Gjaltema &
Griebe, 1996), reactors de canal obert (Peyton & Characklis 1995) i contactors biologics rotacionals (Gilbert & Allison 1993).

41.1.  Tecniques de monitoritzacié de biofilms

Una vegada es disposa de la quantitat de biofilm necessaria s'imposa I'eleccid d’'un metode per portar a terme el seu seguiment.
En principi, la gran varietat de tecniques i sistemes experimentals utilitzats i la manca d’estandarditzacié han dificultat el poder
extreure conclusions i comparar entre els diferents resultats obtinguts.

El desenvolupament dels biofims en les seves etapes inicials s’ha estudiat utilitzant cel'les de flux (Mittelman et al. 1992), les
quals permeten I'observacio microscopica directa del substrat. Aquests aparells proporcionen la facil visualitzacio de la formacié
dels biofilms controlant alhora les condicions hidrodinamiques del medi (Bryers 1993).

Alguns métodes impliquen I'extraccié del biofilm de la superficie per monitoritzar diferents parametres especifics. Aixi s’ha
analitzat I'heterogeneitat, determinant I'existéncia de gradients en la concentracié de cél-lules totals, la concentracié d’espécies
individuals i la concentracié local de diferents nutrients dissolts (Bryers 1993).

Un dels métodes més utilitzats actuaiment és la tincié dels components del biofilm amb fluorocroms especifics (Kepner & Pratt
1994, McFeters et al. 1995a). S'han utilitzat diferents colorants pel recompte de cél-lules totals i cél-lules viables (McFeters et al.
1995a) i observacio amb microscopia d'epifluorescéncia (Schaule et al. 1993, Yu & McFeters 1994, Huang et al. 1998),
citometria de flux (Porter et al. 1996, Nebe-von Caron et al. 1998) i determinaci6 de I'activitat enzimatica (Yamaguchi & Nasu
1997). L'aplicacio de colorants fluorogénics especifics conjuntament amb la microscopia d’epifluorescencia es pot utilitzar per
visualitzar els biofilms directament sobre el substrat i analitzar I'heterogeneitat fisiologica (Yu & McFeters 1994), especialment
quan es tracta de biofilms prims. Per biofilms més gruixuts es pot recérrer a la seva congelaci6 (crioinclusié) i a la posterior
realitzacio de seccions fines dels mateixos (crioseccio), fet que permet mantenir la seva integritat estructural (Huang et al. 1996)
alhora que s'utilitzen les tincions habituals.

Entre les diferents técniques immunoldgiques cal destacar la tincid amb anticossos monoclonals marcats amb isotiocianat de
fluoresceina o FITC (Stewart et al. 1997). Malgrat la gran especificitat d’aquesta técnica, la preparacio dels anticossos
monoclonals requereix I'aillament previ del microorganisme, el seu cultiu pur i la immunitzacié d’'un animal.
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La utilitzaci6 de técniques invasores pero no destructives s’ha centrat en les proves quimiques amb microsensors, les quals
permeten analitzar els perfils de concentracio de diferents soluts dins del biofilm (Lewandowski et al. 1991). S’han desenvolupat
microsensors (grandaria de la punta < 10 um) per a 'oxigen dissolt, glucosa, pH, amoni, etc.

Altres métodes no requereixen la destruccid de I'estructura dels biofilms, com en el cas de la conductancia de Malthus (Flint et
al. 1997), el marcatge amb substractes radioactius i posterior visualitzacio amb microautoradiografia, técnica que permet
determinar els grups de céllules que creixen activament (Pollard et al. 1995) i el recompte directe de viables in situ (in situ
DVC). Aquest ultim métode determina la viabilitat dels bacteris individuals en base a I'elongacié cel-lular en un medi de
creixement adequat que conté un antibiotic del grup de les quinolones, generalment I'acid nalidixic (Kogure et al. 1979, Yu et al.
1993).

No obstant, els avengos més importants en I'estudi dels biofilms s’han realitzat en l'area de la diagnosi no invasora i no
destructiva. La ressonancia magnetica nuclear i la velocimetria d'imatges de particules (PIV) han permés visualitzar el perfil de
velocitats d'un flux laminar en un sistema artificial on s’havia desenvolupat un biofilm, estimant les velocitats locals del fluid
(Lewandowski et al. 1992). Les determinacions realitzades mostren com la velocitat no arriba a zero a la superficie del biofilm i,
amés, es pot detectar flux convectiu a l'interior dels propis biofilms, dins dels canals d'aigua (Lewandowski et al. 1992, 1994).

D’altra banda, les caracteristiques quimiques a nivell molecular de la interfase entre les céllules i el substrat s’han pogut
determinar amb la técnica de la reflectancia atenuada total (ATR) i espectroscopia d'infraroig amb transformada de Fourier (FT-
IR) (Bremer & Geesey 1991). A més, mesures electroquimiques amb un eléctrode vibrador de rastreig (SVE) han permés
mapejar I'electroquimica de certes superficies metal-liques. Els primers estudis semblen indicar que les zones colonitzades sén
anodiques, mentre que les zones lliures correspondrien a zones catddiques. Aquestes diferéncies poden constituir un
mecanisme que facilitaria la corrosio influida per microorganismes (Costerton et al. 1995).

Sens dubte, la tecnica més utilitzada actualment és I'observacié directe dels biofilms amb microscopia confocal laser de rastreig
(CSLM) i tinci6 amb fluorocroms (Lawrence et al. 1991). Amb aquest microscopi es poden realitzar seccions Optiques —
horitzontals o sagitals- de biofilms vius plenament hidratats i intactes, les quals permeten reconstruir I'estructura en 3D dels
mateixos biofilms. A la naturalesa episcopica de la microscopia confocal que permet examinar biofiims cultivats en diferents
materials, s'ha d'afegir la seva capacitat per eliminar les arees fora de focus de cada pla. Utilitzat conjuntament amb les
diferents sondes fluorescents moleculars pot proporcionar informacio detallada de la morfologia, filogénia i metabolisme
cel-lular, aixi com de I'arquitectura fisica i quimica de la matriu del biofilm i dels polimers associats (Costerton et al. 1995).

L'adveniment de diferents sondes cellulars i moleculars han completat la versatilitat de la microscopia confocal, fet que esta
suposant un impacte considerable en el coneixement de I'ecologia dels biofilms. Cal destacar la hibridacié fluorescent in situ
(FISH) amb 16S rRNA, que permet la identificacio filogenética de les céllules que formen el biofilm (Amann et al. 1992, 1995,
Robinson et al. 1995, Boye et al. 1995). Aquestes sondes moleculars, en conjuncié amb la microscopia confocal es poden
utilitzar per catalogar - en alguns casos fins a nivell de subespécie -, la biodiversitat genética que existeix als biofilms.
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4.2. Material i Métodes

4.21.  Tincié directa de biofilms

Shan realitzat diferents proves per tal d’optimitzar la tincié directa dels biofilms amb microscopia de fluorescéncia. S’han
escollit, provat i optimitzat tres tipus de tincions diferents per aplicar en biofilms desenvolupats a la superficie d'esferes de vidre
(5 mm de diametre). A la dificultat intrinseca de la tinci6 i I'observacidé microscopica dels biofilms naturals, en aquest cas s'ha
afegit la laboriositat del treball amb la superficie de colonitzacid escollida. La Taula 4.1 resumeix les principals tincions
utilitzades per a I'observaci6 de mostres de biofilm.

Taula 4.1. Principals tincions utilitzades per I'observacié directa de biofilms.

Tincio Concentracio Maxim Métode Referéncia
Excitacié/emissié
Taronja 0,01% 503 /530-640 nm N° cel. total Hobbie et al. 1977
d'acridina Eaton et al. 1995
CTC/Dapi 0,05% CTC 365/602 nm N°cel. viables  Yu & McFeters 1994
1 pg/mL DAPI 347/ 456 nm N° cel. total Huang et al. 1996
Live/Dead 6 UM Syto 9 480/500 nm N° cel. viables Korber et al. 1996
30 UM iodur de propidi 490/635 nm N° cel. total Molecular Probes 1998a

Tincié amb taronja d’acridina. Aquesta tincié s’ha utilitzat tant per a I'observacio directa dels biofims amb el microscopi
d’epifluorescéncia com amb el microscopi confocal. Les esferes préviament colonitzades i amb biofilm a la seva superficie,
s’han tenyit directament durant 2 minuts amb una solucio6 al 0,01% de taronja d’acridina (Hobbie et al. 1977, Eaton et al. 1995,
veure PNT-10 a I'annex). Després de treure I'excés de colorant es fan dos rentats amb tamp6 fosfat (250 mL d’aigua destil-lada
estéril + 3,4 g de KH2PQa), i finalment un rentat amb aigua destil-lada estéril. Per poder observar al microscopi la mostra es
posava dins d’una cella de policarbonat (veure Figura 4.2), s'afegia oli d'immersid i un cobreobjectes al seu damunt.
L'observacié es realitzava per microscopia d'epifluoresceéncia, utilitzant un microscopi Nikon Labophot (Izasa-Rego, Barcelona)
equipat amb un filtre groc (Nikon B-2A, veure Taula 4.2) i una lampada de mercuri de 100-w.

Crioinclusio, Tincié amb DAPI/CTC i Crioseccié. Una de les técniques utilitzades per a I'estudi i observacié de biofilms ha
estat la crioinclusio i crioseccid, tenyint de forma simultania amb DAPI i CTC (Rodriguez et al. 1992, Yu & McFeters 1994,
Huang et al. 1995, 1996, 1998). En primer lloc, es procedia a tenyir la mostra amb CTC al 0,05% durant 2 hores a temperatura
ambient, agitant suaument a la foscor (Huang et al. 1996) i després es fixava amb formaldehid al 5% durant 5 min. Les esferes
tractades després de la tincié amb CTC i la fixacié, es posaven a sobre d'un bloc de neu carbonica i es realitzava la seva
inclusié amb medi Tissue-Tek OCT (Miles Incorporated 4583, Elkhart, USA), procurant cobrir només una meitat de I'esfera.

Quan I'agent OCT es tornava completament blanc — senyal de que s’havia congelat -, es treia la mostra sencera i, amb I'ajuda
d’un punx6 — amb molta paciéncia i alguns renecs - s'aconseguia separar I'esfera del medi d'inclusié. D’aquesta forma el biofilm
quedava separat del medi de suport i només quedava afegir més medi Tissue-Tek OCT a la part exposada del biofilm (veure
Figura 4.1) i esperar a la seva congelaci6. Després de marcar la mostra per saber I'orientacio6 del biofilm i la cara més propera a
la superficie del substracte, es podien guardar a -70°C, o es podia procedir a la seva crioseccio.
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Figura 4.1. Crioinclusio i criosecci6 de biofilms presents a la superficie d’esferes de vidre.

Els biofilms inclosos dins del medi OCT es tallaven en seccions de 5 um de gruix amb I'ajuda d'un criotom Leica CM 1800
(Leica Microsystems, Deerfield, USA), i es realitzava el seu muntatge en portes de vidre amb la superficie tractada (Superfrost-
Plus Microscope Slides, Fisherbrand 12-550-15, USA). Finalment, s’afegia DAPI a la concentracié habitual (1 ug/mL) durant 3
min, es treia I'excés de colorant i s'assecaven les mostres a l'aire. L'observacio es va realitzar amb I'ajuda d’'un microscopi
Nikon Eclipse E-800 amb un cos de filtres pel CTC i un altre pel DAPI (veureTaula 4.2).
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Tincié amb Live/Dead. Per a I'observacié directa dels biofilms amb el microscopi confocal s’ha utilitzat basicament la tincid
Live/Dead BacLight (Korber et al. 1996). Després de varies proves s’ha modificat lleugerament el protocol utilitzat per mostres
planctoniques (veure 3.2.6 i PNT-13 a l'annex). Les esferes préviament colonitzades i amb biofilm a la seva superficie, es
tenyien directament amb la suficient quantitat de la solucié stock de colorant. Després de 15 min d’incubacié a temperatura
ambient i a la foscor, es treia I'excés de colorant (realitzant un rentat amb tampo fosfat), posant la mostra dins d'una cel‘la de
policarbonat (veure Figura 4.2). Per poder observar al microscopi s'afegia oli d'immersi6 a la mostra i un cobreobjectes al seu
damunt. L'observacio6 es realitzava utilitzant microscopia confocal (veure 4.2.2).

4.2.2.  Microscopia de les mostres

La realitzacio de part del treball experimental en tres centres ben diferents, el Center for Biofilm Engineering de la Montana
State University, el Laboratori de Microbiologia del Dept. d'Optica i Optometria de la Universitat Politécnica de Catalunya i,
finalment, el Laboratori de Fisiologia Ambiental del Dept. de Genetica i Microbiologia de la Universitat Autonoma de Barcelona,
ha obligat a utilitzar diferent equipament microscopic. Per aquest motiu, es detallen a continuaci6 les principals caracteristiques,
la utilitzacié donada i la configuracio principal per a cada un d’aquests aparells utilitzats.

Microscopia d’epifluorescéncia de mostres planctoniques i de biofilm. Gran part del treball experimental ha consistit en
I'observacid i quantificacio de mostres planctoniques, provinents de mostres d’aigua o de biofilms separats del material de
suport i disgregats. Part dels experiments i, especialment, la gran majoria de recomptes de mostres planctoniques amb taronja
d'acridina — tant de biofilm com d'aigua - s'han realitzat al Laboratori de Microbiologia del Dept. d’Optica i Optometria de la
Universitat Politécnica de Catalunya, amb un microscopi d'epifluorescéncia Nikon Labophot (Izasa-Rego, Barcelona) equipat
amb un filtre groc (Nikon B-2A, veure Taula 4.2) i una lampada de mercuri de 100-w. EI mateix microscopi s'ha utilitzat per
recomptes amb la tinci¢ Live/Dead (Molecular Probes 1998a) i Live Baclight (Molecular Probes 1998b). Quan ha calgut utilitzar
oli dimmersi6 s'ha utilitzat I'oli Olympus per fluorescencia (nd=1,516/23°C).

Als laboratoris del Center for Biofilm Engineering (Montana State University) es va realitzar gran part del treball de posta a punt i
optimitzacio de les técniques de tinci6 directa de biofilms, aixi com també recomptes de mostres planctoniques amb diferents
fluorocroms. En aquest centre es va utilitzar el microscopi Olympus BH-2, equipat amb filtres Olympus tipus U, B i G pels
recomptes amb DAPI, Live/Dead i Live Baclight, mentre que el microscopi Nikon Eclipse E-800 amb 4 tipus de filtres diferents,
per fluoresceina, CTC, DAPI i taronja d’acridina es va utilitzar per les observacions de crioseccions de biofilms tenyits amb
DAPI/CTC (veure Taula 4.2).

Taula 4.2. Configuraci6 dels microscopis d’epifluorescéncia utilitzats.

Microscopi Tipus de filtre Filtre Excitaci6  Mirall dicroic Filtre Barrera
Nikon Labophot Nikon B-2A 450-490 DM-505 BA 520
Nikon Eclipse E-800 Nikon B-2A (AQ) 450-490 DM-505 BA 520
Nikon B-2E/C (FITC) 465-495 DM-505 BA 515-555
Nikon UV-2E/C (DAPI) 340-380 DM-400 BA 435-485
CTC 425-475 DM-575 615-645
Olympus BH-2 Olympus U UG-1 DM-400 L-420
Olympus B BP-490 DM-500 AFC + 0-515

Olympus G BP-545 DM-570 0-590
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Observacio i Analisi de biofilms per microscopia confocal (CLSM). S’han realitzat observacions al microscopi confocal de
diferents mostres de biofilms obtingudes a cada estacio experimental. A partir de les seccions optiques dels biofilms presents a
la superficie del material de suport, s’ha obtingut informacié tridimensional de I'estructura dels mateixos. En aquest sentit, s’han
reconstruit imatges estereoscopiques, imatges en 3-D i s’han caracteritzat els principals parametres de la topografia de la
superficie, com es detallara més endavant.

Les mostres escollides per a I'observacio es processaven de la forma habitual. En primer lloc, es procedia a separar els
microorganismes planctonics que no estaven adherits de forma irreversible al material de suport, i després es tenyien amb el
colorant adequat. Després de realitzar varies proves amb colorants com el taronja d’acridina, es va optar per utilitzar de forma
rutinaria la tincié Live/Dead Baclight (veure 3.2.6). S’ha considerat una bona alternativa malgrat la poca informacié existent,
especialment pel que fa a la seva utilitzaci6 en la microscopia confocal de biofilms. Tot i tenir present que es tracta d’'una tincié
dissenyada originalment per a mostres planctoniques, ha presentat pocs problemes de tincio inespecifica del fons de la mostra i,
a més, ha permes realitzar alhora el recompte del total de cél-lules i de les cél-lules viables.

L'observacid del material de suport emprat, les esferes de vidre plantejava una problematica especifica, que s’ha hagut de
resoldre dissenyant una cel-la de policarbonat transparent de les dimensions d’un portaobjectes perd amb 7 mm de gruix i un
forat a la seva part central (veure Figura 4.2). Aquest orifici permet aguantar i mantenir cada una de les esferes de vidre
seleccionades amb la seva superficie colonitzada pel biofilm, llesta per a la seva observacié al microscopi.

La majoria d'objectius utilitzats a la microscopia confocal sén objectius d’immersio amb oli. Per aix0, s’afegia oli d'immersié a
sobre de la mostra, després es posava un cobreobjectes a la part superior i, finalment, s’afegia més oli d'immersi6 a la part
superior del cobreobijectes (veure Figura 4.2), mantenint el mateix liquid (nd=1,516) a totes les parts del muntatge.

Objectiu

EEEEEE Cobreobjectes

Esfera amb biofilm
——
Portaobjectes

Base del Microscopi

Figura 4.2. Esquema del muntatge per facilitar I'observacié al microscopi confocal dels biofilms desenvolupats en esferes de
vidre, on cal destacar el portaobjectes de policarbonat, dissenyat per subjectar el material de suport (esferes de vidre)
colonitzat pel biofilm.
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L'optimitzacié de la metodologia i I'estudi d’algunes de les mostres (enviades per missatgeria urgent) es va realitzar al Center for
Biofilm Engineering de la Montana State University. En aquest centre es disposava d’un microscopi confocal Leica TCS-NT
(Leica Microsystems, Deerfield, USA), format per un microscopi Leica DMR, amb els objectius HC PL Fluotar 10 x (AN=0,30),
HC PL APO 10 x (AN= 0,40), N Plan 20 x (AN= 0,40), PL Fluotar 40 x (AN= 0,40), PL Fluotar L 63 x (AN= 0,70), PL APO 63 x
(AN=1,4 OIL) i PL APO 100 x (AN=1,4 OIL). El sistema estava controlat per una unitat processadora Motorola 68020,
encarregada del control de totes les funcions. La unitat presentava 3 tipus de lasers: un laser d’argd-kriptd operant a 568 nm, un
laser d’'arg6 operant a 488 nm i un laser d’heli-ned operant a 633 nm.

La resta de les mostres es va estudiar al Servei de Microscopia Electronica de la Universitat Autonoma de Barcelona, on s’ha
treballat amb un microscopi confocal Leica TCS (Leica Microsystems, Barcelona), format per un microscopi Leica DMR, amb els
objectius PL Fluotar 40 x (AN= 1,0-0,5 OIL), PL APO 63 x (AN=1,4 OIL) i PL Fluotar 100 x (AN=1,3-0,6 OIL). La unitat
presentava un laser d’argd-kriptd operant en tres linies a 488, 568 i 647 nm.

Les mostres es van analitzar atenent a la fluorescencia de les céllules del biofilm. Després de seleccionar I'objectiu a utilitzar i
la grandaria del “pinhole” corresponent per tal d’aconseguir la maxima confocalitat, es van realitzar seccions optiques del biofilm
en el pla focal horitzontal (x-y). Per fer-ho, es buscava en primer lloc la imatge obtinguda per la fluorescéncia de les colonies
presents a la part més externa del suport i, posteriorment, s'anava profunditzant cap a linterior del biofilm fins que no
s'observava cap senyal (veure Figura 4.3). D’aquesta forma, ha estat possible conéixer la profunditat o gruix del biofim
desenvolupat al material de suport. Després d'establir el nombre de seccions Optiques a adquirir i l'interval entre elles, s’ha
realitzat la reconstruccié de la morfologia estructural del biofilm, aixi com la seva topografia. També es van obtenir imatges del
biofilm a partir de seccions efectuades en el pla vertical x-z.

Les imatges es van adquirir generalment amb dos canals, proporcionant imatges de 'emissié de fluorescéncia verda i vermella
del mateix camp microscopic, o tres canals quan s'afegia la auto-fluorescencia blava de certs materials del fons de les mostres.
Les imatges obtingudes a cada canal s’han combinat digitalment per realitzar les mesures oportunes en cada cas.
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Figura 4.3. Microscopi confocal de rastreig. Esquema de la realitzacié de seccions optiques en el pla focal horitzontal x-y,
per a la caracteritzacio dels biofilms a la superficie del medi de suport (esferes de vidre).
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A partir de la informacié obtinguda en la série de seccions optiques s'obté una imatge topologica que representa la informacid
d’algada segons un codi de colors, aixi com imatges estereoscopiques. En aquest Ultim cas el software calcula dues imatges
diferents rotant lleugerament en un cert angle la direcci6 de visualitzacid. Presentant per a cada ull una imatge lleugerament
diferent (ull dret-imatge verda, ull esquerra-imatge vermella), permet que el cervell les interpreti de forma tridimensional.

Algunes de les mostres observades amb microscopia confocal s’han estudiat al mateix temps amb un nou perfilometre optic
confocal desenvolupat al Centre pel Desenvolupament de Sensors, Instruments i Sistemes (CD6) del Departament d'Optica i
Optometria de la Universitat Politécnica de Catalunya (Laguarta et al. 1998, Artigas et al. 1999). Aquest microscopi permet
obtenir una topografia de la superficie del biofilm amb una resoluci6 espacial menor de 0,5 pum, utilitzant per realitzar el rastreig
de la mostra un patré d'escletxes en comptes del tipic “pinhole”. Aixi, cada valor individual de la topografia de la superficie
s'adquireix quan un punt donat de la superficie coincideix de forma precisa amb la posicio del pla on el patrd d’escletxes es
visualitza. Les mostres s’han il-luminat amb llum blanca i s’han utilitzat els seglients objectius Nikon de super llargues distancies
de treball: Nikon 10x SLWD (AN: 0,21), 20x SLWD (AN: 0,35), 50x SLWD (AN: 0,45), 100x SLWD (AN: 0,73). La llum difusa o
reflectida s'observa amb una cambra CCD i es processa amb un algoritme de focus, ja sigui el classic algoritme confocal
d'intensitat (Wilson 1990), o bé I'algoritme de gradient (Fieguth & Staelin 1994). Els biofilms s’han observat directament després
del seu processat normal de neteja.

Observaci6 i Analisi de biofilms amb ESEM. Finalment, algunes de les mostres també s’han estudiat amb un microscopi
electronic ambiental de rastreig (ESEM). Aquest microscopi té tots els avantatges dels microscopis de rastreig normals (SEM),
pero al mateix temps el seu detector és capag d'obtenir imatges d'alta resolucidé amb pressions d’entre 0,1-50 Torr. Aixo, permet
I'examen d'estructures hidratades com els biofilms (Little et al. 1991, Johnson Assoc. 1996).

Despreés del processat normal de neteja per separar els microorganismes no adherits, els biofims s’han sotmes directament a la
cambra del microscopi Electroscan 2020 (Philips Electron Optics, Eindhoven, The Netherlands) del Laboratori de Microscopia
Electronica del Departament de Ciéncia dels Materials i Enginyeria Metal-lurgica de la Universitat Politécnica de Catalunya.
S’han buscat les condicions idonies de cara a no deshidratar el biofilm, variant la temperatura i la pressio.

Teoricament, per mantenir I'estat plenament hidratat de les mostres s’han de mantenir a 7°C gracies a la cambra Peltier del
microscopi, i s’han d’observar amb una pressi6 de vapor saturada de 7,51 Torr (Sutton et al. 1994). EI microscopi ESEM es va
operar a 20 kev utilitzant el detector d’electrons secundaris (ESD), per obtenir imatges amb la millor resolucid.

Analisi i tractament de les imatges. Les imatges obtingudes al laboratori del Center for Biofilm Engineering amb els dos
microscopis citats anteriorment s’han digitalitzat gracies a una cambra CCD digital de color i refrigerada Optronics Opde-470T,
amb un xip Sony ICX038AK de 1/2” i una resolucié de 768(H) x 494(V) pixels. Les imatges que s’han visualitzat gracies a un
monitor RGB en color Sony SVPVM1353 d'alta resoluci6, shan processat amb una tarja d’adquisicié Targa 64+ ADC
(Truevision, Inc., USA), i el software Image-Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics). Les imatges s’han arxivat en format TIFF i 24-bits
en color.

Les imatges obtingudes s’han tractat amb I'ajuda del programa de domini public Imaged (ImageJ, v. 1.18, National Institutes of
Health, USA), el qual permet obrir i tractar les piles (“stacks”) d'imatges adquirides a partir del microscopi confocal. A partir
d'algunes de les séries d'imatges s'ha realitzat una projeccio z, gracies a I'algoritme d'intensitat maxima.
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4.2.3.  Analisi de I'estructura tridimensional dels biofilms

A partir de les imatges obtingudes amb el microscopi confocal de rastreig s'ha realitzat un seguiment de la colonitzacio
microbiana del material de suport. Per un cantd, les dades obtingudes amb la microscopia confocal han permes determinar el
gruix del biofilm, analitzant les observacions realitzades en el pla vertical (x-z), o bé realitzant varies seccions optiques en el pla
focal horitzontal (x-y) i coneixent les coordenades de la seccid superior (Top) i la inferior (Bottom). En aquest ultim cas, el gruix
mitja s’ha determinat gracies al modul d’analisi de superficies del propi software del microscopi (Leica TCS), que determina i
representa la imatge topoldgica de la superficie, obtinguda a partir de les diferents seccions optiques x-y.

D’altra banda, el propi software del confocal presenta un modul d'analisi de superficies, a partir del qual s’han determinat altres
parametres importants com la rugositat (veure Taula 4.3). Aquests parametres han ajudat a caracteritzar la superficie del
material de suport i, alhora, han permés realitzar un seguiment de la colonitzacié microbiana.

Després d'estar un temps predeterminat en contacte amb l'aigua subterrania i de fer el rentat inicial per separar els
microorganismes planctonics no adherits (veure 2.2.7), es van transferir part de les esferes (aproximadament 30) en un recipient
de plastic estéril ple amb soluci6 salina (NaCl 0,9%) estéril. El procés es va realitzar a les tres zones de mostreig, agafant
mostres dels reactors amb esferes de vidre exposades a I'aigua freatica del pou d’Alfons el Magnanim (Sant Marti-Besds) i de la
mina de Ribatallada (CASSA, Sabadell), aixi com de I'aigua potable del Lab. de Microbiologia a Terrassa. Les mostres del medi
de suport dels reactors (esferes de vidre) obtingudes es van tenyir de la forma habitual (veure 4.2.1) i es van observar amb
microscopia confocal (veure 4.2.2) per estudiar l'estructura dels biofilms formats.

Taula 4.3. Principals parametres utilitzats per a I'estudi de la superficie del material de suport per microscopia confocal.
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4.3.  Resultats a la zona de mostreig |: Sant Marti (Besds)

4.3.1.  Microscopia dels biofilms

Observacions amb Microscopia Confocal. Tal com s’ha comentat anteriorment es va utilitzar el microscopi confocal per
obtenir imatges dels biofilms desenvolupats a la superficie de les esferes de vidre. A les segiients tres figures es mostra
I'evolucié de la colonitzaci6 del material de suport (esferes de vidre) després de 25 (Figura 4.4), 65 (Figura 4.5) i 92 dies (Figura
4.6) d’exposicié a l'aigua freatica.

El material de suport dels reactors de llit empacat va ser rapidament colonitzat. Inicialment es va formar una monocapa de
cellules bacterianes disperses per la superficie, amb una gran presencia d'amplies zones sense colonitzar. La majoria dels
microorganismes presentaven forma de bacils individuals o associats formant cadenes curtes de 2-3 cél-lules com a maxim.
Totes aquestes caracteristiques s’han apreciat amb detall en les observacions del biofilm format als 25 dies d’exposici6 a l'aigua
de drenatge (Figura 4.4). En aquesta etapa, el biofilm ha presentat un gruix mitja proper a les 4,5 um, tal com s’aprecia a la
Taula4.5iala Figura 4.12. No obstant, en aquest periode abunden les zones sense presencia de microorganismes, com es pot
veure amb detall en les seccions sagitals (talls x-z), on es diferencien les zones colonitzades i recobertes per una prima capa de
cellules de les regions sense colonitzar (veure Figura 4.4b).

Segons la morfologia i les grandaries cellulars habituals la majoria dels microorganismes presents han estat els bacteris i, en
concret, els que han presentat forma bacil-lar (veure Figura 4.4a). Durant aquest periode els bacils han predominat de forma
aillada o formant cadenes curtes, de 2-3 céllules (veure Figura 4.4a,f). Més rarament, s’han observat algunes cadenes més
llargues, com les observades amb la tinci6 Live/Dead a la Figura 4.4e. A part de bacils també s’han observat cél-lules amb
forma de coc, les quals han presentat en general una major tendéncia a formar petits agregats (veure Figura 4.4d). No obstant,
no s’ha pogut apreciar cap agregat important a cap de les mostres observades. Els més grans es mostren a la Figura 4.4e i
Figura 4.4f, per6 en cap cas han superat les 20 cel-lules per agregat.

A la majoria de les mostres observades als 65 dies d’exposicié s’ha pogut apreciar una capa basal de cél'lules amb un gruix
mitja de 6 pm (veure Figura 4.5a, Taula 4.5 i Figura 4.12). A la mateixa Figura 4.5a es mostren 3 seccions sagitals (x-z) on la
major part del material de suport ha estat colonitzat presentant un recobriment quasi complert de la superficie. A les imatges en
projeccid z s'aprecia com el biofilm ha cobert practicament el total del material de suport (Figura 4.5¢,e). En canvi, la preséncia
de céllules ha estat forca més restringida, encara que s’ha apreciat un augment significatiu respecte del periode anterior. D'altra
banda i com es pot veure a la Figura 4.5¢, els agregats formats han estat forca més grans i, en bastants casos, ja no sha
apreciat amb detall la morfologia cel-lular degut a la produccié d’EPS (veure la Figura 4.5¢ i Figura 4.5¢).

Finalment, durant aquest periode s’han observat majoritariament bacteris, tant cocs com bacils (veure Figura 4.5b),
desenvolupant aquests Ultims llargues cadenes en algun cas (veure Figura 4.7b). A més, s’han observat morfologies cel-lulars
diferents que inclouen altres grups de microorganismes a més dels bacteris, com fongs filamentosos (veure Figura 4.7d),
protozous i, fins i tot, nematodes (veure Figura 4.7a).

A mesura que el biofilm ha madurat ha estat possible diferenciar molts més agregats cel-lulars, arribant a cobrir el creixement
bacteria la majoria de les arees préviament no colonitzades. A partir dels 80 dies i fins al final del temps d’exposici6 a l'aigua de

drenatge (190 dies), s’ha observat un altre increment en el gruix mitja del biofilm, situant-se la capa basal en 7-10 um i zones
amb algades maximes de 25 um (veure Figura 4.12 i Taula 4.5). En aquesta etapa de maduresa del biofilm s’han apreciat
varies zones on el creixement s’ha produit en forma d’agrupacions cel-lulars o agregats importants.
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43 Resultats a la zona de mostreig |: Sant Marti (Besos)
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Figura 4.4. Observacions amb el microscopi confocal dels biofilms desenvolupats als 25 dies d’exposici6 a I'aigua de drenatge
(Objectiu 100x1,4 Qil-PLAPO, barra equivalent a 10 um): (a) Seccions x-y, tincié amb taronja d'acridina, (b) Seccions sagitals
(x-z), (c) Muntatge d'un stack complert d'imatges, amb les diferents seccions x-y i, (d) detall d'una de les seccions (la central),
(e) Seccid x-y, tincio amb Live/Dead, (f) Projeccié z d'un stack d'imatges, utilitzant I'algoritme d'intensitat maxima.
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18 um

Figura 4.5. Observacions amb el microscopi confocal dels biofilms desenvolupats als 65 dies d’exposicié a l'aigua de
drenatge (Objectiu 100x1,4 Qil-PLAPO, barra equivalent a 10 um): (a) Seccions sagitals (x-z), (b) Seccid x-y, tinci6 amb
taronja d'acridina, (c, e) Projecci6 z d’un stack d'imatges, utilitzant 'algoritme d’intensitat maxima, (d) estereograma.
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Figura 4.6. Observacions amb el microscopi confocal dels biofilms desenvolupats als 92 dies d’exposicio a I'aigua de
drenatge (Objectiu 100x1,4 Oil-PLAPO, barra equivalent a 10 um): (a) Muntatge d'un stack complert d'imatges, amb les
diferents seccions x-y, tincid taronja d'acridina, (b) detall d'una de les seccions (seccié 3), (c) Projeccié z d'un stack
d’imatges, utilitzant I'algoritme d'intensitat maxima, (d) Estereograma, (e) Seccions sagitals (x-z).
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Tanmateix, la majoria de les arees del material de suport han aparegut totalment colonitzades (veure Figura 4.6¢ i Figura 4.6d).
Comparant amb I'etapa anterior, no s’han apreciat canvis radicals en referencia a les morfologies més abundants. Aixi, també
s’han identificat altres grups de microorganismes a més dels bacteris, com fongs filamentosos, protozous i nematodes.

La Figura 4.6a mostra una série d'imatges després de 92 dies d’exposicié a l'aigua freatica, des de la part inferior on es troba la
superficie del biofilm (imatge 1, Figura 4.6a) fins a la part superior. Cal destacar la presencia d’'un gran nombre de cel-lules en
algunes de les imatges obtingudes. En concret, les seccions 3 (imatge ampliada a la Figura 4.6b), 4 i 5, han presentat una
elevada densitat cel'lular. En aquestes mateixes imatges sembla evident la preséncia de zones on no s’aprecia cap tipus de
cel-lula, que podien correspondre a zones de canals o espais buits. Tot aixd es pot observar igualment en la projeccid z
obtinguda a partir de la reconstruccié de la série complerta de seccions x-y, utilitzant I'algoritme d'intensitat maxima (Figura
4.6¢). De fet, I'observacié dels talls sagitals (Figura 4.6e) ha mostrat I'existéncia de biofilms plenament desenvolupats, amb
preséncia d'una capa basal d’aproximadament 7-10 um. A part, s’han apreciat determinades zones on el biofilm ha sobresortit
de la capa basal, formant unes piles o “stacks” de cél-lules caracteristiques. Aquestes agrupacions cel-lulars han fet augmentar
de forma considerable el gruix del biofilm local en determinades zones del material de suport. Tanmateix, I'observaci6 d'alguna
de les seccions sagitals amb més gruix sembla indicar que, en alguns cas, la tincié no ha pogut assolir les capes més profundes
del biofilm.

d

Figura 4.7. Observacions amb microscopia confocal dels biofilms desenvolupats a partir de I'aigua freatica del
pou d'Alfons el Magnanim (Sant Marti), (Objectiu 100x1,4 Oil-PLAPQ): (a) Nematode, (b) Bacils en cadenes, (c)
Fong filamentos i (d) Imatge topoldgica, amb informacié de la profunditat.



