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Informe intermedio de resultados del Contrato OTRI 4746: Protocolo
de pruebas de eficacia de Purificador de Aire

Informe de progreso y resultados del proyecto

De acuerdo a la memoria del proyecto de investigacion “Contrato OTRI 4746: Protocolo
de pruebas de eficacia de purificador de aire” suscrito entre la Universidad de Granada y
la empresa Airzone se contempla como objetivo principal la determinacion del efecto
higienizante de un prototipo de ionizador sobre distintos cultivos bacterianos. En la
presente memoria se presentan los resultados obtenidos al respecto.

1. Determinacion de la viabilidad celular de distintas cepas bacterianas
Determinacioén de la viabilidad celular de Escherichia coli cepa GY 36

Los ensayos realizados con cultivos de Escherichia coli GY 36 pertenecen a los
experimentos con bacterias previstos en la memoria inicial del proyecto, siendo esta
bacteria el representante Gram negativo, no formador de esporas incluidos en el proyecto.
E. coli representa una fraccion importante de la microbiota del tracto intestinal, si bien es
un microrganismo ubicuo con distintos aislados patégenos que pueden causar infecciones
intestinales y fuera del intestino. Ademas, es un reservorio de genes de resistencia a
antibioticos, por lo que su presencia en el medioambiente puede incrementar el nimero
de fracasos terapéuticos tanto en infecciones humanas como veterinarias (Poirel et al.,
2018). Por otra parte, la presencia de este microorganismo es frecuente en otros habitats
independientes del tracto intestinal, como son ambientes domésticos (Touchon et al.,
2020), actuando estos ecosistemas como reservorios para futuras infecciones.

El efecto de la ionizacion sobre la viabilidad celular se ha determinado en tiempos de 15,
30, 60 y 120 minutos en la bacteria E. coli cepa GY 36 registrada en la Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo con el nimero de referencia CECT106. Ademas, se han expuesto las
bacterias a tiempos prolongados (12 y 24 horas de exposicion, respectivamente). Para ello
se han realizado tres experimentos independientes empleandose en cada uno de ellos 8
repeticiones. La reduccion de la viabilidad se determin6 como el numero de colonias
obtenidas a partir de 50 pL de una suspension bacteriana con una D.O.sg0 de 0.005 (8000
unidades formadoras de colonia (UFC)/mL) en el medio de cultivo Luria-Bertani (medio
LB, Bertani, 1950). Estos resultados se muestran en la tabla 1. La figura 1 se presenta un
ejemplo de la reduccion de la viabilidad observada para las células de E. coli.
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Tabla. 1. Porcentaje de reduccion de cultivos de Escherichia coli GY 36 sometidas o no a
ionizacion. Se muestran los datos de tres experimentos independientes (N=8). Se
consideran diferencias estadisticas entre grupos si p<0.05 de acuerdo al test de Mann-
Whitney. NA: no aplica

Reduccion Diferencias

Tratamiento Tiempo viabilidad  Control

Control No exposicion NA NA
15 minutos 29% p=0.043
30 minutos 31% p=0.048
60 minutos 31% p=0.042
lonizacion 120 minutos 34% p<0.001
12 horas 41% p<0.001
24 horas 46% p=0.033
6 horas preincubacion + 18 horas 58% p=0.003
i E. coli GY 36 4 h preincubacién
Control E. coli GY 36 E. coli GY 36 24 h exposicion 20 horas exposicion

Figura 1. Ejemplo ilustrativo de la reduccion en la viabilidad celular observada en células de E. coli no
expuestas a ionizacién y sometidas a 24 horas y 18 horas previa incubacion durante 6 horas a 37 °C.

De acuerdo a los datos presentados en la tabla 1 y figura 2, la ionizacion durante un rango
de tiempo de 15 a 120 minutos produce una reduccion estadisticamente significativa del
namero de células viables independientemente del tiempo de exposicion (valor promedio
de reduccion del numero de colonias = 31%). Por tanto, a partir de 15 minutos de
exposicion a la ionizacion hay un efecto significativo sobre la capacidad de reduccion de
la carga bacteriana de este microorganismo, si bien este efecto no es acumulativo para
tiempos de exposicion a la ionizacion mas prolongados (30, 60 y 120 minutos). Sin
embargo, tiempos de exposicion muy prolongados (12 horas y 24 horas) aumentan
ligeramente el efecto inhibitorio de la ionizacion sobre el crecimiento de E. coli (valor
promedio de reduccion del nimero de colonias = 41% y 46% para 12 y 24 horas,
respectivamente). Igualmente, se determind la viabilidad celular de E. coli en cultivos
previamente incubados a 37 °C durante (6 horas) y, posteriormente, sometidos a 18 horas
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de ionizacion. En estos experimentos la reduccién de la viabilidad aumenté de forma
considerable, observandose una reduccién promedio del nimero de colonias del 58%
respecto al control no sometido a ionizacion. Este aumento de la reduccién de la
viabilidad celular sugiere que el efecto inhibitorio de la ionizacion sobre la viabilidad
celular es mayor en células metabolicamente activas, lo que se obtiene mediante la
incubacion previa a la ionizacion de las placas inoculadas.

100
90
80
70

0 I I

5
No ionizacion 15 min 30 min 60 min 120 min 24 horas

4
3

premcubacnén
+18h

o ©o o o

2

Superviencia celular (%)
o

=
o

Figura 2. Supervivencia celular de Escherichia coli GY36 frente a diferentes tiempos de ionizacion. Para un
tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al control
(no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos
independientes (N=8).

Por otra parte, se determind la viabilidad celular de E. coli adheridas a una superficie,
empleandose para ello filtros de celulosa EZ-Pak (Millipore). Para estos experimentos se
filtraron 25 mL de una suspension celular de 0.1 x 108 unidades de D.O.s00 de E. coli (5.6
UFC/mL) sometiéndose a los mismos tiempos de ionizacién que los empleados para el
ensayo en placa. La reduccion de la viabilidad celular en estos experimentos fue menor
que la observada para la técnica de dispersion en placa, los valores promedios se muestran
en la tabla 2 y figura 3. En estos ensayos s6lo se obtuvo una reduccion estadisticamente
significativa de la viabilidad (20%) a partir de 60 minutos de exposicion, no observandose
un aumento en reduccion de la viabilidad en tiempos de exposicion superiores. Por otra
parte, laincubacion previa de las colonias de E. coli durante 6 horas y posterior exposicién
durante 18 horas tampoco resulté en un aumento de la reduccion de la viabilidad (23%),
contrario a lo observado en los ensayos en placa Petri (tabla 1). Por tanto, el efecto
reductor de la viabilidad de la ionizacion es mayor en las células adheridas al medio de
cultivo que en las adheridas a una superficie solida (filtros EZ-Pak).
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Tabla 2. Porcentaje de reduccion de cultivos de Escherichia coli GY36 adheridos a
superficie sometidas o0 no a ionizacion. Se muestran los datos de un experimento (N=6).

Reduccion Diferencias

Tratamiento Tiempo viabilidad Control

Control No exposicion NA NA
15 minutos 4% p=0.400
30 minutos 11% p=0.086
lonizacion 60 minutos 20% p=0.029
120 minutos 20% p=0.029
24 horas 21% p=0.029
6 horas preincubacion + 18 horas  23% p=0.029
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Figura 3. Supervivencia celular de Escherichia coli GY36 adheridos a superficie frente a diferentes tiempos de
ionizacion. Para un tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccidn significativa de la supervivencia
respecto al control (no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres
experimentos independientes (N=8).

Determinacion de la viabilidad celular de Bacillus subtilis cepa ATCC 6051

Bacillus subtilis ATCC 6051 es la especie méas estudiada dentro del género Bacillus
(Kovécs, 2019) y, ademas, este microorganismo es frecuentemente usado como modelo
para estudiar la division celular mediante esporulacion. Las esporas son cuerpos de
resistencia muy estables con capacidad de sobrevivir a multiples condiciones de
ambientes extremos, por lo que resisten multitud de estreses medioambientales (Jadhav
et al., 2018). Estos factores hacen de las bacterias productoras de esporas de especial
interés la capacidad higienizante de diferentes productos o sistemas con capacidad de
reducir la viabilidad celular. Es por ello que este microorganismo se ha seleccionado
como representante de las bacterias Gram positivas productoras de esporas. Ademas,
indicar la ausencia de patogenicidad de esta especie en los humanos (Kim et al., 2109)
aunque si que la pueda haber en especies del mismo genero como es el caso de Bacillus
anthracis. El efecto de la ionizacién sobre la viabilidad se ha determinado siguiendo la
metodologia general previamente establecida para E. coli GY 36 en la bacteria Bacillus
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subtilis cepa ATCC 6051 registrada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo con el
ntmero de referencia 39" empleando una D.O.s00 de 1 x 10°° (1240 UFC/mL) en el medio
de cultivo TSA (triptona caseina de soja agar, Kunkle and Kinyon, 1988).

Los datos relativos al efecto de la ionizacion sobre B. subtilis ATCC 6051 se muestran en
la tabla 3 y figura 4. De acuerdo a estos experimentos, la ionizacion durante un rango de
15 a 30 minutos no produce una reduccion estadistica significativa del nimero de células
viables independientemente del tiempo de exposicion (valor promedio de reduccion del
namero de colonias a los 15 y 30 minutos de exposicion: 3 'y 7%, respectivamente). Por
el contrario, entre 60 y 120 minutos de exposicion a la ionizacion se observa una
reduccion estadisticamente significativa (intervalo 9-12%, promedio 10%). Indicar que
una exposicion mas prolongada en el tiempo (24 horas) no resultdé en una reduccion
significativa de la inhibicidn del crecimiento de esta bacteria (reduccion promedio de la
viabilidad = 9%). Igualmente, una incubacion previa a la exposicion de la bacteria a 37°C
no resulté en un aumento de la inhibicion del crecimiento (reduccidén promedio de la
viabilidad = 6%), respecto al control sin exposicion a la ionizacién. Por tanto, la mayor
capacidad de resistencia frente al estrés celular dado de este microorganismo esporulador
resulta en una mayor resistencia a la ionizacion emitida por el prototipo empleado, si bien
existe una reduccion significativa de la viabilidad celular cuando se emplean tiempos
superiores a 30 minutos de exposicion, aunque no existe un aumento significativo de la
reduccion de la viabilidad en tiempos més prolongados.

Tabla. 3. Porcentaje de reduccion de cultivos de Bacillus subtilis ATCC 6051 sometidas
0 no a ionizacion. Se muestran los datos de tres experimentos independientes (N=8). Se
consideran diferencias estadisticas entre grupos si p<0.05 de acuerdo al test de Mann-
Whitney. NA: no aplica

Reduccion Diferencias

Tratamiento Tiempo viabilidad  Control

Control No exposicién NA NA
15 minutos 3% p=0.401
30 minutos 7% p=0.203
lonizacion 60 mir}utos 12% p=0.031
120 minutos 9% P=0.044
24 horas 9% p=0.035
6 horas preincubacion + 18 horas 6% p=0.305

Determinacion de la viabilidad celular de Staphyloccus aureus NCTC 8532

Los ensayos realizados sobre la bacteria Staphyloccus aureus NCTC 8532 (registrada en
la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo con el nimero de referencia 86") pertenece al
grupo de bacterias patdgenas Gram positivas no productoras de esporas previstos en la
memoria del proyecto. Este microorganismo es una de las causas mas comunes de
infeccion transmitidas a través de alimentos en todo el mundo (Fetsch and Johler, 2018).
La reduccion de la viabilidad se ha determinado siguiendo la metodologia previamente
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establecida para E. coli GY 36 empleandose una D.O.s00 de 1 x 10 (1000 UFC/mL) en
el medio de cultivo agar nutritivo (Blakely and Steward, 1964).
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Figura 4. Supervivencia celular de Bacillus subtilis ATCC 6051 frente a diferentes tiempos de ionizacion.
Para un tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto
al control (no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres
experimentos independientes (N=8).

Los datos relativos al efecto de la ionizacién sobre S. aureus NCTC 8532 se muestran en
latabla 4 y figura 5. Estos experimentos indican que la ionizacion durante un rango de 15
a 30 minutos no produce una reduccién estadistica significativa del nimero de células
viables (valor promedio de reduccion del nimero de colonias a los 15 y 30 minutos de
exposicion: 9y 10%, respectivamente), al igual que se observo para el caso de B. subtilis
ATCC 6051. Si bien, exposiciones mas prolongadas a la ionizacién resultan en una
reduccion estadisticamente significativa, llegando a reducirse hasta un maximo del 25%
de la poblacion viable. Por otra parte, la exposicion durante 24 horas produce una
importante reduccion de la viabilidad celular (reduccion promedio de la viabilidad =
38%), e igualmente la exposicion sobre células bacterianas pre-incubadas (T6E+18H)
disminuye el nimero de colonias en un 16%. Por tanto, la sensibilidad de este patdgeno
a la ionizacion es mayor que la observada para microorganismos esporuladores (B.
subtilis ATCC 6051), aumentandose casi 4 veces la capacidad de inhibicion del
crecimiento microbiano. Ademas, se alcanzaron valores maximos de la reduccion a la
viabilidad celular cercanos a los obtenidos para el microorganismo Gram negativo
ensayado con tiempos de exposicion de 24 horas (38% para S. aureus NCTC 8532 frente
a 46% E. coli GY 36).
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Tabla 4 Porcentaje de reduccién de cultivos de Staphyloccus aureus NCTC 8532
sometidas 0 no a ionizacion. Se muestran los datos de tres experimentos independientes
(N=8). Se consideran diferencias estadisticas entre grupos si p<0.05 de acuerdo al test de
Mann-Whitney. NA: no aplica

Reduccion Diferencias

Tratamiento Tiempo viabilidad  Control

Control No exposicion NA NA
15 minutos 9% p=0.337
30 minutos 10% p=0.218
lonizacion 60 minutos 20% p=0.013
120 minutos 25% p=0.006
24 horas 38% p<0.001
6 horas preincubacion + 18 horas  16% p=0.038
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Figura 5. Supervivencia celular de Staphyloccus aureus NCTC 8532 frente a diferentes tiempos de ionizacion.
Para un tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al
control (no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos
independientes (N=8).

Determinacién de la viabilidad celular de Listeria innocua CCUG 15531

Listeria monocytogenes es un patogeno transmitido por los alimentos responsable de la
enfermedad conocida como listeriosis, que es potencialmente letal en individuos
inmunodeprimidos. Por otra parte, Listeria innocua comparte grandes similitudes
genomicas y fisioldgicas con L. monocytogenes, ademas de la cohabitacion ecoldgica de
las dos especies (Milillo et al., 2012), lo que permite predecir el comportamiento de L.
monocytogenes frente a diferentes aspectos empleando el representante subrogado no
patogénico (L. innocua) (Sinclair et al., 2012). Por tanto, L. innocua junto a S. aureus
pertenecen al grupo de bacterias patdgenas Gram positivas no productoras de esporas
previstos en la memoria inicial del proyecto. La determinacion de la viabilidad de la
bacteria Listeria innocua CCUG 15531 (registrada en la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo con el nimero de referencia 9107) se determiné siguiendo el protocolo general
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establecido empleandose una D.O.e00 de 1 x 10°° (2230 UFC/mL) empleando el medio de
cultivo infusién cerebro-corazén agar (medio BHI de sus siglas en ingles brain-heart
infussion, Fernandez-Garayzabal et al., 1992)

De acuerdo a los resultados experimentales presentados en la tabla 5 y figura 6, a partir
de 30 minutos de exposicion a la ionizacion existe una reduccion significativa de la
viabilidad celular de esta bacteria hasta alcanzar una reduccion del nimero de células
viables del 25% para exposiciones no prolongadas. Destacar, que tras 24 horas de
exposicion a la ionizacion se reduce a la mitad la poblacion bacteriana respecto al control
no ionizado (56% para este microorganismo frente al 46%, 36% y 9% obtenidos para E.
coli GY 36, S. aureus NCTC 8532 y B. subtilis ATCC 6051, respectivamente). Por tanto,
la reduccion del 56% obtenida para L. innocua es la reduccién maxima obtenida
independientemente del microorganismo a las 24 horas de exposicion. Por ultimo, la
incubacion previa a la exposicion prolongada (T6+18H) no aumenta la reduccion (11%)
contrario a lo observado con E. coli y similar a lo descrito para el resto de Gram positivas
analizadas. De estos resultados podemos concluir que la cepa de Listeria empleada es
altamente sensible a la ionizacion especialmente a tiempos de exposicion prolongados, lo
que indica que la ionizacion emitida por el prototipo empleado en estos experimentos
tiene una amplia capacidad higienizante sobre L. monocytogenes.

Tabla 5. Porcentaje de reduccion de cultivos de Listeria innocua CCUG 15531 sometidas
0 no a ionizacion. Se muestran los datos de tres experimentos independientes (N=8). Se
consideran diferencias estadisticas entre grupos si p<0.05 de acuerdo al test de Mann-
Whitney. NA: no aplica

Tratamiento Tiempo

Reduccion Diferencias

viabilidad Control

Control No exposicién NA NA
15 minutos 7% p=0.073
30 minutos 12% p=0.004
lonizacion 60 mir}utos 17% p<0.001
120 minutos 26% p<0.001
24 horas 56% p<0.001
6 horas preincubacion + 18 horas 11% p=0.002
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Figura 5. Supervivencia celular de Staphyloccus aureus NCTC 8532 frente a diferentes tiempos de ionizacion.
Para un tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al

control (no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos
independientes (N=8).

A modo de estudio comparativo se presenta la figura 7 donde se observa la supervivencia
celular para cada una de las cepas y los distintos tiempos de exposicion a la ionizacion

empleados.
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Figura 7. Supervivencia celular frente a diferentes tiempos de ionizacion en distintos tipos de cultivos
bacterianos. E. coli GY36; B. subtilis ATCC 6051; S. aureus NCTC 8532; L. innocua CCUG 15531. Para un
tiempo y bacteria dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al control

(no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos
independientes (N=8).
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2. Determinacion de la viabilidad celular de las bacterias modelos sometidas a
ionizacion combinada con ventilacion mecanica

Adicionalmente se determino el efecto combinado de la ionizacion con una ventilacion
mecanica potente del dispositivo ionizante sobre las bacterias anteriormente ensayadas.
La figura 8 presenta la disposicion del prototipo ionizante unido a un ventilador productor
de una potente corriente de aire. La metodologia seguida es la descrita para la
correspondiente bacteria de acuerdo al experimento sin ventilacion. Los resultados se
muestran en la tabla 6 y la figura 9.
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Figura 8. Colocacion del dispositivo ionizante combinado con ventilacién mecénica en el sistema de urna
cerrada.
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Tabla 6. Porcentaje de reduccion de cultivos de Escherichia coli GY36, Bacillus subtilis
ATCC 6051, Staphyloccus aureus NCTC 8532 y Listeria innocua CCUG 15531 sometidas a
ionizacion combinada con ventilacién mecanica y sin ventilacion. Se muestran los datos
de tres experimentos independientes (N=8). Se consideran diferencias estadisticas entre
grupos si p<0.05 de acuerdo al test de Mann-Whitney. NA: no aplica

No ventilacién Ventilacién

Reduccion Diferencias Reduccion Diferencias
viabilidad Control  viabilidad  Control

15 minutos ionizacion 29% p=0.043 30% p=0.003
30 minutos ionizacion 31% p=0.048 30% p=0.005
o ~ 60 minutos ionizacién 31% p=0.042 33% p=0.004
Escherichia coli - — 5 5
GY36 120 minutos ionizacion 34% p<0.001 42% p<0.001
24 horas ionizacion 46% p=0.033 51% p<0.001
6 horas preincubacion + g, 0=0003  60%  p<0.001
18 horas ionizacion
15 minutos ionizacién 3% p=0.401 6% p=0.587
30 minutos ionizacion 7% p=0.203 10% p=0.406
) ~ 60 minutos ionizacién 12% p=0.031 50% p<0.001
Bacillus subtilis 120 minutos ionizacid 9% P=0.044 65% <0.001
ATCC 6051 minutos ionizacién 0 =0. 0 p<0.
24 horas ionizacion 9% p=0.035 86% p<0.001
6horaspreincubacion+ g0, 129305 2006 p=0.003
18 horas ionizacion
15 minutos ionizacion 9% p=0.337 20% p=0.133
30 minutos ionizacion 10% p=0.218 30% p=0.001
Staphyloccus 60 minutos ionizacién 20% p=0.013 43% p<0.001
aureus NCTC 120 minutos ionizacién 25% p=0.006 61% p<0.001
8532 24 horas ionizacion 38% p<0.001 97% p<0.001
6horaspreincubacion+ 160, 5033 36%6  p<0.001
18 horas ionizacion
15 minutos ionizacién 7% p=0.073 7% p=0.161
30 minutos ionizacion 12% p=0.004 14% p=0.026
o 60 minutos ionizacién 17% p<0.001 54% p<0.001
Listeria innocua 120 minutos ionizacid 6% <0.001 750/ <0.001
CCUG 15531 minutos ionizacion 0 p<O0. 0 p<0.
24 horas ionizacién 56% p<0.001 75% p<0.001
6 horas preincubacion + 11% 0=0.002 16% 0=0.003

18 horas ionizacion
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De acuerdo con estos resultados mostrados en la tabla 6, la ionizacion sometida a corriente
de aire no reduce significativamente la viabilidad celular de E. coli GY 36 en ninguna de
las condiciones de tiempo ensayadas (reduccion promedio de la viabilidad = 41%)
respecto al efecto higienizante observado para esta bacteria cuando la ionizacion no esta
sujeta a ventilacion (reduccion promedio de la viabilidad = 38%). Sin embargo, para el
resto de bacterias modelo ensayadas la ionizacion unida a la ventilacion reduce
drasticamente la viabilidad celular. De este modo a partir de 60 minutos de ionizacion se
observa una reduccién de la viabilidad celular del 50%, 43% y54% para B. subtilis ATCC
6051, S. aureus NCTC 8532 y L. innocua CCUG 15531 frente a una reduccion del 12%,
20% y 17% para este tiempo de exposicion pero sin ventilacion para estas mismas cepas,
respectivamente. Igualmente, hay que mencionar que tras 120 minutos de ionizacion con
ventilacion el efecto higienizante fue superior al 60% para estas tres cepas bacterianas.
Ademas, cabe destacar el fuerte impacto de la ionizacion cuando se someta a ventilacion
en largos periodos de tiempo, ya que tras 24 horas practicamente no hay crecimiento
celular de B. subtilis (reduccion promedio de la viabilidad = 86%) y S. aureus (reduccion
promedio de la viabilidad = 97%). Igualmente, L. innocua se reduce en un 75% en estas
condiciones.

Por otra parte, el hecho de que no se observen diferencias significativas sobre E. coli para
los dos tipos de tratamientos, nos permite descartar que el efecto afiadido de la ventilacién
se deba a efectos colaterales como podria ser una deshidratacion provocada por el

movimiento del aire resultando en una menor viabilidad de las células bacterianas.
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Figura 9. Supervivencia celular frente a diferentes tiempos de ionizacion en distintos tipos de cultivos
bacterianos mediante ionizacion sometida a ventilacion mecénica. Escherichia coli GY36, Bacillus subtilis
ATCC 6051, Staphyloccus aureus NCTC 8532 y Listeria innocua CCUG 15531. Para un tiempo y bacteria
dados, un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al control (T0) de acuerdo
test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos independientes (N=8).

Por tanto, la aplicacion de la ionizacion junto a una corriente de aire aumenta
exponencialmente la capacidad higienizante del prototipo para las bacterias Gram
positivas (B. subtilis, S. aureus y L. innocua) ensayadas, manteniéndose la capacidad
ionizante observada en el representante de Gram negativas (E. coli) respecto a los
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resultados obtenidos cuando la ionizacion no se somete a una corriente de aire. Estos
resultados comparativos se presentan en la figura 10. Esta mayor capacidad de inhibicion
del crecimiento cuando la ionizacion se combina con la ventilacion puede ser debida que
la corriente de aire produce una mayor difusion de la ionizacion dentro de la camara lo
que aumenta significativamente su capacidad higienizante sobre células bacterianas,
siendo esta efectividad mas detectable sobre las bacterias con pared celular Gram
positivo. Por tanto, se puede concluir que este prototipo permite un control efectivo de
las distintas poblaciones ensayadas a pesar de las diferencias observadas entre los
distintos microorganismos cuando se aplica mediante una fuerte ventilacion, lo que
sugiere una importante capacidad de controlar las poblaciones bacterianas sobre los
microorganismos modelos empleados en este experimento.

Por otra parte, hay que indicar que al ser la accion higienizante del sistema mas eficiente
en los cultivos de E. coli sin ventilacion, en relacion a otros microorganismos ensayados,
la introduccion de la aireacion no determina mejoras evidentes en esta cepa mientras que
en las otras si resulta en un margen de mejora destacable. Lo que puede ser debido a que
de por si este microorganismo es altamente sensible a la ionizacion, alcanzandose los
méaximos niveles de inhibicion del crecimiento celular para este microorganismo en
condiciones de ionizacién sin ventilacion no pudiéndose aumentar la accién inhibitoria
sobre este microorganismo cuando se somete la ionizacidn unida a la ventilacion, esto se
hace especialmente visible a cortos periodos de exposicion. Por tanto, en términos
generales la accion conjunta de la actividad de la ionizacién y la ventilacion determinan
efectos higienizantes més eficaces respecto a la ionizacion (reduccion promedio de la
viabilidad = 42%) que la obtenida cunado la exposicion a la ionizacion se realiza sin
corriente de aire (reduccion promedio de la viabilidad = 22%).

3. Capacidad higienizante del prototipo ionizacion empleado sobre cultivos
bacterianos

De acuerdo a los resultados expuestos anteriormente, la exposicion a la ionizacion resulta
en una reduccion estadisticamente significativa de la viabilidad celular en las distintas
cepas bacterianas empleadas (E. coli GY 36, B. subtilis ATCC 605, S. aureus NCTC 8532
y L. innocua CCUG 15531) tanto cuando la ionizacion se somete a ventilacion mecénica
como cuando la ionizacién no esta sujeta a una fuerte corriente de aire. Por tanto, el
dispositivo ionizante tiene una amplia capacidad higienizante sobre distintas poblaciones
bacterianas. Si bien, el grado de sensibilidad a la ionizacion es diferente para las distintas
bacterias analizadas y el tipo de ventilacion. Por una parte, cuando la ionizaciéon no se
somete a ventilacion el efecto higienizante es superior para E. coli (bacillo Gram
negativas no formadoras de esporas) y L. innocua (bacilo Gram positivo no esporulado),
intermedio para S. aureus (coco Gram positivo no esporulado), e inferior para B. subtilis
(bacilo Gram positiva formador de esporas). Sin embargo, cuando la ionizacién esta unida
a una corriente de aire la capacidad ionizante fue mayor para S. aureus NCTC 8532,
seguida de B. subtilis ATCC 605 y L. innocua CCUG 15531 y por altimo E. coli GY 36.
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Figura 10. Supervivencia celular de Escherichia coli GY36 (a), Bacillus subtilis ATCC 6051 (b), Staphyloccus aureus NCTC 8532 (c) y Listeria innocua CCUG (d) frente a diferentes
tiempos de ionizacién con ventilacién y sin ventilacién. De acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05), un asterisco indica una reduccion significativa de la supervivencia respecto al
control (no ionizacion) para un tiempo y bacteria dados y distintas letras indican diferencias estadisticas entre la ionizacién sometida a ventilacion o no. Se muestran los datos de tres

experimentos independientes (N=8).
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Finalmente, el analisis de escalamiento no-métrico (NMS) del efecto de la ionizacion
sobre la viabilidad celular sobre las distintas cepas ensayadas en funcion del tiempo de
exposicion y de la ventilacion (figura 11) permite confirmar que mayores tiempos de
exposicion resultan en un aumento de la reduccion de la viabilidad. Ademas, la presencia
de ventilacion resulta en una sinergia del efecto inhibitorio, alcanzandose valores de
inhibicién promedios sensiblemente mayores cuando se combinan ambos factores
independientemente de la cepa empleada (valor promedio de inhibicion del crecimiento
para todos las condiciones y cepas ensayadas cuando la ionizacion se une con ventilacion
42% frente al 22% para la obtenido cuando no se emplea una potente corriente de aire).
De este modo, a partir de 60 minutos de exposicion a la ionizacion aplicados en corriente
de aire resulta en una inhibicién promedia superior (reduccion promedio de la viabilidad
= 45%) a la obtenida cuando se someten los cultivos bacterianos a 24 horas de exposicion
a la ionizacion en ausencia de ventilacion mecénica (reduccion promedio de la viabilidad
= 37%).
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Figura. 11. Andlisis de escalamiento no-métrico (NMS) del efecto de la ionizacion sobre la viabilidad celular
en funcién del tiempo de exposicion y de la ventilacion. TO, T15, T30, T60, T120, T24 y T6+18H tiempos de
exposicion de 0, 15, 30, 60, 120 minutos y 24 horas y 6 horas de incubacion mas 18 horas de exposicion,
respectivamente. NV: no ventilacion, V: ventilacién.

Ademas, hay que mencionar la distinta capacidad de resistencia de las bacterias frente a
la ionizacidn. Es posible que las diferencias en la presencia de mecanismos de resistencia
y la capacidad de formacion de esporas sean responsables del diferente grado de
sensibilidad entre estas bacterias. Ademas, el tipo de pared celular se presenta como un
elemento importante frente a la ionizacion, variando la capacidad higienizante en funcion
de la velocidad de arrastre de la ionizacion. En general, la pared celular de las bacterias
Gram positivas representa la primera y principal linea de defensa contra diferentes
amenazas ambientales, es por ello que es esperable que la actividad bactericida de la
ionizacion sea menor en estas bacterias respecto a las Gram negativas (Wolf et al., 2012).
Los distintos microrganismos Gram positivos estudiados presentan distintos grados de
sensibilidad a la ionizacion emitida por el prototipo ensayado y depende a su a vez de las
condiciones de ventilacion, lo que sugiere que las distintas caracteristicas fisioldgicas y
genéticas de cada tipo de bacteria puede determinar su sensibilidad al estrés aplicado
(Johnson and Hug, 2019).
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De forma especifica, B. subtilis se caracteriza por la presencia de diferentes elementos
genéticos que lo protegen frente a diferentes estreses celulares debido a una imbricada
red de respuesta al estrés de la envoltura celular (CESR) que incluye diferentes factores
o alternativos y multitud de sistemas de dos componentes (Radeck et al., 2017), lo que
concuerda con la escasa reduccion de la viabilidad celular obtenida para este
microorganismo cuando se somete a la ionizacién sin ventilacion. De forma similar, S.
aureus es capaz de desarrollar distintos mecanismos de resistencia frente a diferentes
estreses abioticos, lo que resultaria en una mayor resistencia al estrés respecto a lo
esperado (Cebrién et al., 2010), tal como indican los resultados obtenidos en este estudio
en condiciones de no arrastre de aire. De especial relevancia en la respuesta al estrés en
S. aureus es la induccion de multiples proteinas (respuesta SOS) que permiten reparar el
ADN dafiado ante condiciones de estrés, generando una mayor resistencia a distintos
estrés o con mejor adaptacion a un medioambiente hostil en esta poblacion (Ma et al.,
2019). Por otra parte, el aumento de la expresion de la proteina Usp (Universal Stress
Protein) se ha visto como uno de los principales mecanismos de repuesta al estrés de L.
innocua frente a diferentes estreses medioambientales (Tremonte et al., 2016) junto a
otros mecanismos de defensa especificos tales como la induccion de la expresion de las
proteinas del complejo F1F0-ATPasa, la arginina desaminasa (ADI) y de las vias de la
glutamato descarboxilasa (GAD) que esta bacteria puede emplear para mitigar los dafos
celulares producidos cuando experimenta un determinado estrés fisioldgico (Karatzas et
al., 2012; Ryan et al., 2009). Si bien, la dréastica reducciéon de la viabilidad de este
microorganismo cuando se somete a la accion higienizante del prototipo
independientemente de la ventilacion sugiere que tales mecanismos de defensa no son lo
suficientemente Utiles para proteger a la célula del dafio causado por la ionizacion. Por
ultimo, hay que tener en cuenta gue la inactivacion observada para E. coli respecto a los
Gram positivos es especialmente relevante en tiempos de exposicion cortos tanto en
condiciones de ventilacion como de no ventilacion, lo que concuerda con el elevado grado
de sensibilidad de E. coli frente a diferentes estreses osmaticos debido a su pared celular
mas delgada respecto a bacterias Gram positivas (Van Grieken et al., 2010; Mai-
Prochnow et al., 2016).

Como ya se indicé anteriormente, B. subtilis es un microorganismo esporulado, en el que
la formacion de esporas se asocia frecuentemente a la presencia de agentes hostiles en el
medioambiente (Petruk et al., 2018), produciéndose las formas de resistencia con
capacidad para resistir una amplia gama de estreses, tales como altas temperaturas,
deshidratacién, ausencia de nutrientes y presencia de sustancias quimicas tdxicas
(Khanna et al, 2019). De este modo, una vez cesa el estrés, las esporas germinan
produciendo nuevas células vegetativas tras la exposicion a la condicion adversa, por lo
que la eficiencia de la ionizacién seria menor en estas bacterias con capacidad para
producir esporas respecto a las no esporuladas. Hay que indicar que la ausencia de
ventilacién la capacidad higienizante del dispositivo ionizante es limitada (méaxima
reduccion de la viabilidad celular del 10%). Es por ello que el efecto higienizante seria
limitado sobre las formas de resistencia en condiciones de no ventilacion y podria ser mas
potente sobre bacterias esporuladas cuando se emplean ciclos ionizacion que permitan la
germinacion de la espora, dando lugar a nuevas formas vegetativas que se someten a un
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nuevo ciclo de ionizacién. Sin embargo, hay que indicar que a pesar de la capacidad de
B. subtilis de producir esporas, la ionizacion aplicada en corriente de aire reduce
considerablemente la capacidad de sobrevivir de esta bacteria ya que no se recupera la
poblacién bacteriana tras la incubacion de las placas ionizadas cuando ademas se someten
a una corriente de aire. Esto sugiere que tanto la capacidad de producir esporas como su
germinacion se inhiben fuertemente tras la exposicion a la ionizacion con ventilacion.

Por otra parte, S. aureus es uno de los patdgenos mas importantes a nivel mundial,
destacando que es el agente etioldgico bacteriano causante de infecciones bacterianas
trasmitidas por alimentos méas comdn (Ding et al., 2016). Este patdgeno humano puede
causar diversos grados de enfermedad, desde casos leves hasta potencialmente mortales
y su resistencia a los distintos antibioticos es particularmente preocupante en el &mbito
sanitario, destacando las cepas resistentes a la penicilina y las resistentes a meticilina (Lee
et al., 2018). De manera similar, L. monocytogenes es también un patdégeno transmitido
por los alimentos, que causa enfermedades graves en personas inmunodeprimidas. De
hecho, aunque la prevalencia de la infeccion es reducida, (la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria describid menos de 2500 casos de listeriosis en el afio 2016 en
Europa), las enfermedades resultan en una la elevada mortalidad (superior al 10% de las
infecciones) (EFSA, 2017). Por tanto, las listeriosis causadas por alimentos contaminados
son un grave problema de salud publica debido a la alta mortalidad asociada a esta
bacteria (da Silva et al., 2019). Ademas, la infeccion por L. monocytogenes puede ocurrir
por el consumo de alimentos contaminados con un ndmero bajo de células (Buchanan et
al., 2107).

Ademas, destacar que si bien E. coli es una bacteria comun de la microbiota comensal,
existen distintas cepas con alta capacidad patogénica como es el caso de la cepa E. coli
0157:H7 que es ampliamente transmitida a través de alimentos contaminados (Stratakos
et al., 2018). Estas cepas patogenas debido a su amplia difusion, tolerancia a algunos
tratamientos fisicos y quimicos higienizantes y la gravedad de la enfermedad y a que a
dosis bajas del microorganismo pueden causar infeccion hacen que la bacteria E. coli
pueda ser un importante patdgeno medioambiental (Beneduce et al., 2003). Por tanto, el
efecto inhibitorio en la capacidad de crecimiento de estas bacterias producida por la
ionizacion con el prototipo ensayado tanto en condiciones de ventilacion como en
ausencia de la misma resulta en una herramienta potencialmente Util para prevenir
infecciones por estos importantes patdgenos humanos.

Finalmente hay que indicar que frecuentemente la capacidad bactericida de diferentes
productos higienizantes se ve comprometida cuando las bacterias se encuentran adheridas
a la superficie (Banach et al., 2015). Es por ello, que a pesar de que la capacidad de
reduccion de la viabilidad celular en la bacteria empleada (E. coli GY36) es menor en
células adheridas a membranas que en las crecidas directamente en un medio de cultivo,
la capacidad estadisticamente significativa de reducir las poblaciones microbianas de E.
coli adheridas a superficies sélidas respecto al control no ionizado convierte al prototipo
empleado en un sistema eficaz para reducir la presencia de células adheridas a superficies
solidas.
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Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos, la accion higienizante es
estadisticamente superior cuando la ionizacién se somete a una potente ventilacion
mecanica, por lo que la combinacion de la ionizacion y la ventilacién mecéanica se perfila
como una herramienta util en el control de estas bacterias. De este modo se alcanzan
valores de inhibicion del crecimiento celular promedios cercanos a una reduccion del 50%
de la poblacion (valor promedio de la reduccion del numero de bacterias = 45%) a partir
de 60 minutos de exposicion a la ionizacion y en presencia de aireacion, efecto
higienizante superior a lo obtenido tras 24 horas de exposicion en ausencia de ventilacion
(valor promedio reduccion del nimero de bacterias = 37%).

4. Determinacion de la viabilidad de virus bacterianos sometidos a ionizacion
combinada con ventilacién mecanica

Los virus bacterianos también denominados como bacteriéfagos tienen la capacidad de
infectar de manera especifica bacterias y, posteriormente, lisar las células hospedadoras
lo que resulta en la aparicion de halos traslicidos en la superficie de los cultivos en
contacto con la particula viral. La presencia de bacteri6fagos se asocia ampliamente con
la aparicion y diseminacion de resistencias a antibiéticos (Colomer-Lluch et al., 2011).
Por tanto, es necesario un control efectivo de estos virus para mitigar el fendomeno de la
resistencia a antibioticos, el cual es cada vez mas acuciante a nivel global al limitar la
utilidad terapéutica de estas sustancias. Por otra parte, el uso de bacteriéfagos como
indicadores de la calidad virologica del agua estd recomendado por la OMS (WHO,
2017). De manera especifica, los bacteriéfagos de enterobacterias se correlacionan
ampliamente con la presencia de contaminantes en aguas fecales, por lo que un elevado
naimero de estos virus es sindbnimo de una elevada contaminacion microbioldgica de las
mismas (Vargas, 1996). Es por ello necesario, junto a la capacidad de reducir la viabilidad
de enterobacterias, disminuir la presencia de estos indicadores de contaminacion fecal a
la hora de evaluar la capacidad higienizante de un determinado sistema higienizante.

Para la determinacion del efecto de la ionizacién sobre virus bacterianos descritos en la
memoria inicial del proyecto, se empleo el fago P22 como agente infectivo y la bacteria
Salmonella LT22 como sujeto huésped. ElI Salmonella virus P22 es un bacteriéfago
perteneciente a la familia Podoviridae que infecta principalmente a diferentes bacterias
del género Salmonella spp. Su genoma estad compuesto por ADN de doble hebra,
presentando una cola corta no contractil a la que se asocian 6 espiculas (McNulty et al.,
2018). El bacteriéfago P22 emplea el LPS de Salmonella como receptorey se adsorbe de
forma irreversible al antigeno O, tras diferentes procesos biogquimicos se produce la salida
del ADN viral al citoplasma bacteriano y finalmente dar paso a la expulsion de la capside
del virus, concluyéndose de esta forma el ciclo de infeccion (L6pez et al., 2021).
Finalmente, el bacteriéfago puede multiplicarse via el ciclo litico o entrar en un estado
quiescente en la célula en el que la mayoria de los genes virales no se transcriben, lo que
se denomina estado atemperado.

De este modo, el efecto de la ionizacion sobre la viabilidad del bacteriéfago P22 se ha
determinado tras 120 minutos de exposicion al prototipo ionizante previa a su incubacion
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con Salmonella LT2. ElI método utilizado para la determinacién de la actividad
higienizante sobre los virus se determind mediante la técnica de recuento en placa de los
halos translicidos aparecidos, siendo este método el mas ampliamente utilizado para
determinar la sensibilidad de los fagos a distintos tratamientos higienizantes (US-EPA,
2018). Para ello, se obtuvieron las particulas virales de un cultivo de Salmonella LT2
(D.O.600 de 0.5) previamente infectado con el bacteriofago atemperado mediante su lisis
con cloroformo. Posteriormente, 20 mL de distintas diluciones de particulas virales
(diluciones 10°-10® del cultivo del profago) se sometieron a la ionizacion. Seguidamente,
se tomaron 100 pL de la solucion viral para su posterior infeccion de un cultivo de
Salmonella LT2 sensible a lisis por el bacteriofago (100 pL, D.O.e00 de 0.5) en un
volumen final 5 mL de medio de cultivo Luria-Bertani semisélido (7.5 gL agar-agar/L
medio) en placas de Petri que contenian previamente 25 mL de medio sélido. Finalmente,
se determind el nimero de placas liticas (halos translucidos) aparecidas tras 24 horas de
incubacion. De este modo se realizaron tres experimentos independientes empleandose
en cada uno de ellos 8 repeticiones, tanto de la solucion viral ionizada como en la solucién
viral control (no ionizada).

Los resultados se muestran en la figura 12, de acuerdo a los mismos se observaron un
promedio de 95 placas liticas frente a 67 observadas en cada una de las placas de Petri
ensayadas. Por tanto, estos experimentos indican que la ionizacion durante 120 minutos
produce una reduccion estadistica significativa del nidmero de placas liticas (valor
promedio de reduccién del namero de placas liticas: 30%).
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Figura 12. Nimero de halos transltcidos por placa Petri producidos por el bacteriéfago P22 ionizado (120 minutos de
exposicion) y no ionizado en cultivos de Salmonella LT2. Un asterisco indica una reduccion significativa del nimero
de placas liticas observadas respecto al control (no ionizacién) de acuerdo test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran
los datos de tres experimentos independientes (N=8).
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5. Determinacion de la viabilidad celular de cultivos fungicos sometidos a
ionizacion combinada con ventilacion mecéanica

Los ensayos realizados con cultivos de Aspergillus niger pertenecen a los experimentos
con hongos filamentos previstos en la memoria inicial del proyecto. La mayoria de los
mohos filamentosos estdn naturalmente adaptados al crecimiento sobre superficies,
constituyendo sobre las mismas biopeliculas (Villena y Gutiérrez-Correa, 2003). Los
hongos pueden crecer en una gran variedad de sustratos y en un amplio rango de pH,
actividad del agua y temperatura. Debido a esta gran capacidad de adaptacion, junto a su
capacidad de penetracion en tejidos vivos, estos microorganismos son los principales
causantes del deterioro microbiano de frutas y sus productos derivados (Sautour et al.,
2002). Ademas, alrededor de 300 hongos son agentes etiologicos de diferentes
enfermedades en humanos (Person et al., 2010), de hecho la incidencia de infecciones
fangicas aumenta cada afio a nivel mundial, observandose un mayor nimero de
infecciones entre pacientes pertenecientes a grupos de alto riesgo (personas infectadas
por el VIH, pacientes inmunodeprimidos o con trastornos hematoldgicos y pacientes con
enfermedades cronicas). De manera especifica, las infecciones debidas a diferentes
especies de Aspergillus causan una morbilidad y mortalidad significativas, siendo
principalmente debidas a Aspergillus fumigatus, seguido de Aspergillus flavus y
Aspergillus terreus. Ademas, A. niger puede producir la enfermedad respiratoria
denominada aspergilosis, principalmente cuando se presenta en altas concentraciones en
el aire (Person et al., 2010). Esta enfermedad se cree que afecta a mas de 11 millones de
personas en su formas alérgicas a nivel mundial, mientras que 3 millones de personas
sufren su forma crénica y existen mas de 300 000 casos de aspergilosis invasiva al afio
(Van Rhijn y Bromley, 2021). Por lo tanto, la presencia de estos mohos en determinados
ambientes puede ser no deseable en multitud de ambientes tantos industriales y sanitarios
como domeésticos.

El efecto de la ionizacion sobre la viabilidad celular de A. niger se determind en tiempos
de 15, 30, 60, 120 minutos y 24 horas. Para ello, se tomaron fragmentos del micelio del
hongo y se traspasaron a placas de Petri que contenian medio de cultivo Agar-Glucosa-
Sabouraud (Sabouraud, 1896) en tres experimentos independientes empleandose en cada
uno de ellos 8 repeticiones. La capacidad de crecimiento del hongo se determind como el
didmetro del micelio tras 24 horas de incubacion a 30 °C.

De acuerdo a los resultados experimentales presentados en la figura 13, no existe una
reduccion significativa del crecimiento fangico para ninguna de las condiciones de
ionizacion ensayadas. De estos resultados podemos concluir que el moho A. niger es
resistente a la ionizacion producida mediante el prototipo Airzone, lo que indica que la
ionizacion emitida no tiene una amplia capacidad higienizante sobre el hongo modelo
empleado. Por otra parte, el elevado grado de caracteristicas comunes entre hongos y
animales, principalmente el amplio nimero de genes con secuencias homologas entre
hongos y células humanas (Zeng et al., 2001), sugiere la ausencia de efectos nocivos de
la ionizacion sobre células humanas y, por tanto, la carencia de efectos perjudiciales sobre
la salud de los humanos.

20



PG QirzONE

25

2

0 I I I I I I I

No ionizacion 15 min 30 min 60 min 120 min 24 horas

= =
o [ o

Diametro del micelio {mm)

w

premcubauc’m
+18h

Figura 13. Didmetro del micelio en cultivos de A. niger sometidos a diferentes tiempos de ionizacién. Para un tiempo
dado, un asterisco indica una reduccidn significativa de la supervivencia respecto al control (No ionizacion) de acuerdo
test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos independientes (N=8).

6. Analisis de supervivencia, reproduccion, fertilidad y crecimiento en el
nematodo Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo no patégeno de vida libre, bacteriéfago y
sensible a los agentes tdxicos, patdégenos y fisicos en su entorno natural. Es un organismo
hermafrodita que sdélo muestra reproduccion sexual en condiciones ambientales
favorables, por encima de los 22-23 °C (cuando el 5% de la poblacion nace macho). Por
estas razones, en estos estudios podemos obtener resultados con una alta homogeneidad.
Ademas, C. elegans se ha convertido en un organismo tipo para estudios genéticos (su
secuencia gendmica esta completa), ecologia, enfermedades, patogenicidad, etc. durante
los dltimos 50 afios (Brenner, 1974; Wood, 1988; Kothe et al., 2003).

C. elegans se ha utilizado como organismo modelo para estudiar estreses bioticos y
abioticos (especialmente organismos bacterianos), en lugar de organismos superiores
como ratas de laboratorio inmunodeficientes. Este modelo ofrece muchas ventajas como
obtener resultados rapidos (su ciclo completo de desarrollo toma de 7 a 10 dias, ya que
no sobrevive més de 2-3 semanas), facil mantenimiento del cultivo (con un menor
requerimiento espacial), se puede evaluar en diferentes estados (huevo para incubar,
malformacion, nimero de juveniles y adultos, mortalidad, etc.), etc. Ademas, estas
pruebas generan resultados fiables y facilmente reproducibles, con un valor estadistico
superior (los ensayos se pueden realizar con un nimero elevado de individuos a la vez)
(Brenner, 1974). Es importante evaluar mas de una etapa, ya que a veces los resultados
de una sola etapa pueden conducir a conclusiones erréneas, es por ello que se realizaron
tres experimentos independientes.
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Siguiendo los protocolos estandarizados en nuestro laboratorio, en esta investigacion
evaluamos la bioseguridad de las particulas ionizantes generadas por el dispositivo
ionizante desarrollado por Airzone. Esta evaluacion se basa en la evolucién demografica
de los nematodos en cada condicion, la comparacion con los controles, asi como el
numero final de individuos vivos (individuos jovenes/preadultos y adultos) durante 7 dias
(inicio de la fase estacionaria para C. elegans). Del mismo modo, los valores al final del
experimento nos permitiran evaluar la bioseguridad del dispositivo ensayado.

Ensayos previos realizados por Prasanth et al. (2016), demostraron que la exposicion a
agentes fisicos, como las radiaciones UV-A reducen la viabilidad de C. elegans N2,
siendo esta reduccion proporcional al tiempo de exposicion del nematodo a la radiacion.
En este estudio se demuestra que una exposicion de 6 horas a radiacion UV-A supuso una
reduccidn significativa de la supervivencia tras una semana de seguimiento de la colonia
(Prasanth et al., 2016).

Por tanto, el objetivo principal fue determinar si la exposicion de particulas ionizantes
que afectan al crecimiento bacteriano, tiene efecto sobre C. elegans N2, como modelo
animal. Para alcanzar este objetivo se planted analizar el nimero de adultos, de juveniles,
de huevos, y de cadaveres de colonias del nematodo C. elegans N2.

El ensayo de bioseguridad se realizd de acuerdo con la recomendacion de Vilchez et al.
(2016), para ello se utilizé un cultivo de C. elegans con menos de una semana de edad
(wild type N2-MNCN, CSIC, laboratorio nacional espafiol de referencia en nematodos)
en placas PDA (Potato Dextrose Agar, BD Difco, Catalog #213300) con Escherichia coli
OP50 como alimento.

Las condiciones de cultivo fueron de 21°C excepto durante el periodo de exposicion a
particulas ionizantes, cuando 10 placas de cultivo permanecieron a temperatura ambiente
controlada a 18°C+/-5°C, permaneciendo las placas destapadas en una camara de
bioseguridad durante el tiempo de exposicion a las particulas ionizantes (24 horas). Como
control se emplearon otras 10 placas incubadas en otra camara de bioseguridad sin
exposicion al dispositivo. Tras el periodo de exposicion, las placas se sellaron y se
incubaron en una cdmara criofrigostatica (Medilow, Selecta) a 21 °C hasta el final del
ensayo (7 dias, 168 horas). Para estos ensayos, se afiadieron a cada placa de PDA 100 pL
de una suspension bacteriana de E. coli OP50 que contenia 108-10° CFU/ml.

Se determind el nimero de huevos, juveniles/preadultos, adultos y muertos en cada una
de las 10 placas cada 24 horas durante 3 experimentos consecutivos diferentes en ambas
condiciones durante 96 horas. Con estos valores se analizo la evolucion demografica de
la poblacién incubada en cada condicién. Después de siete dias de ensayo (168 horas), se
recolectaron nematodos de todas las placas de cada cepa y se determiné el nimero de
individuos jovenes/preadultos y adultos conjuntamente. Estos valores proporcionaron un
namero final de individuos Utiles en cada poblacion expuesta a cada condicion.
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Efecto de la ionizacion sobre la ovoposicion

Como era de esperar, C. elegans deposit6 una gran cantidad de huevos (21 huevos/placa)
a las 72 h cuando se alimento con E. coli OP50 en ausencia de dispositivo. Mientras que
el nimero de huevos depositados por C. elegans en presencia del dispositivo Airzone
resulté en un aumento estadisticamente no significativo (32 huevos/placa). Este valor nos
indica que no existe un efecto sobre la fertilidad de los nematodos por la exposicion al
dispositivo, aunque parece generar cierto efecto que puede venir provocado por un mayor
estrés que conduzca a una ovoposicion temprana por parte de C. elegans en respuesta a
la ionizacién provocada por el dispositivo Airzone (Figura 14, Tabla 7).

Numero de Huevos
35

30
25
20
15

10

24h 48h 72h

Figura 14. Numero de huevos observados en ausencia de tratamiento con dispositivo Airzone (en rojo) y en
presencia del mismo dispositivo (azul) a lo largo de 72 h de experimento. No se representan los datos
correspondientes a 96 horas dado que el alto nimero de huevos los hacia incontables.

Efecto de la ionizacion sobre formas juveniles y preadultas

En el caso de las formas juveniles y preadultos (Figura 15, Tabla 7), el nimero de
individuos fue similar a lo largo de todo el experimento, independientemente de la
presencia de dispositivo ionizador, con un numero de alrededor de 8 juveniles por placa
a las 48 horas. Sin embargo, a partir de las 72 horas el ndmero de individuos
jévenes/preadultos fue de 33 por placa en el caso de placas no expuestas a ionizacion,
mientras que este nimero fue ligeramente superior (43 nematodos juveniles/placa) en el
caso de nematodos expuestos a la ionizacion. Este hecho concuerda con la mayor
ovoposicion a las 72 h observada en las colonias de nematodos incubadas en presencia
del dispositivo Airzone.

Estos valores sugieren que no existe un efecto perjudicial en la viabilidad de los huevos
depositados por los nematodos por el hecho de haber sido expuestos al ionizador.
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Tabla 7. Numero de huevos, formas juveniles, adultos y cadaveres observados en ausencia
de tratamiento con dispositivo Airzone y en presencia del mismo dispositivo a lo largo de
168 h de experimento. Para un tiempo y forma dados, distintas letras indican una
supervivencia estadisticamente diferente respecto al control (no ionizacion) de acuerdo
test de Mann-Whitney (p<0.05). Se muestran los datos de tres experimentos
independientes (N=8).

Huevos Juveniles Adultos Cadaveres
2ah No lonizado 2a 3a 3a Oa
lonizado la 4a 3a Oa
48h No lonizado 22 a 12a 6a la
lonizado 20 a 11a 5a Oa
79h No lonizado 2l a 46 a 16a la
lonizado 32a 46 a 14a la
96h No lonizado 2a 33a 57b 2a
lonizado 5a 43 a 117 a 2a
168h No lonizado  No determinado No determinado 923 b No determinado
lonizado No determinado No determinado 1478 a No determinado
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Figura 15. Namero de formas juveniles observadas en ausencia de tratamiento con dispositivo Airzone (en rojo)
y en presencia del mismo dispositivo (azul) a lo largo de 96 h de experimento.
Efecto de la ionizacién sobre formas adultas

El nimero de individuos adultos fue similar en ambas condiciones de experimento hasta
las primeras 72 horas (Figura 16, Tabla 7). Sin embargo, a las 96 horas, se observo un
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aumento significativo en el nimero de individuos cuando los nematodos habian sido
expuestos durante 24 h al ionizador (117 adultos/placa), frente a lo determinado en
ausencia de ionizacién (57 adultos/placa). Esto podria ser debido al aumento en el nimero
de huevos y formas juveniles ya descrito para estas placas.
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Figura 16. Numero de Adultos observados en ausencia de tratamiento con dispositivo Airzone (en rojo) y en
presencia del mismo dispositivo (azul) a lo largo de 168 h de experimento.

Por otra parte, el nUmero de ejemplares adultos por placa a punto final (7 dias, 168 horas)
fue superior a 900 en ambas condiciones ensayadas (Figura 16, Tabla 7), lo que se
considera como una poblacién normal para el tltimo punto de muestreo. En el caso de las
muestras incubadas en presencia del dispositivo Airzone observamos un ndmero
significativamente superior (1.478 adultos/placa) que el determinado en las muestras no
incubadas con dispositivo, en las que el nimero de adultos por placa fue de 923
adultos/placa. Nuevamente, las diferencias en el nimero de adultos observados vendrian
dadas por la mayor puesta de huevos y que por lo tanto ni las formas juveniles, ni los
adultos se han visto afectados en su capacidad de desarrollo por parte de estos
tratamientos.

Determinacién del ndmero de cadaveres

El nimero de cadaveres es indicativo del potencial efecto pernicioso que pueda tener un
tratamiento particular a corto plazo. En los ensayos realizados, los nematodos muertos
observados a lo largo de las curvas de los tres experimentos con y sin exposicién al
dispositivo Airzone, fueron similares (Figura 17, Tabla 7). Si bien, este nimero fue
ligeramente inferior en el caso de los nematodos expuestos al tratamiento con el
dispositivo Airzone, lo que viene probablemente dado, por el mayor ndmero de
individuos que se observan a estos tiempos, propio del crecimiento poblacional.
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Figura 17. Namero de cadaveres observados en ausencia de tratamiento con dispositivo Airzone (en rojo) y en presencia
del mismo dispositivo (azul) a lo largo de 96 h de experimento

Determinacion del papel potencialmente perjudicial para la salud de los humanos
de la ionizacion

Para deducir si determinados tratamientos son potencialmente perjudiciales para la salud
de los humanos, se puede recurrir a modelos animales sencillos como son los basados en
C. elegans. Anteriormente se ha utilizado este modelo para establecer el dafio provocado
por la radiacion UV-A (Prasanth, et al., 2017). En el caso de que el tratamiento presente
un potencial efecto perjudicial para la salud de los nematodos, se observaria un efecto
sobre el nimero de huevos, el nimero de juveniles y preadultos, en el de adultos, asi
como un aumento en el numero de cadaveres. De acuerdo a los resultados obtenidos
podemos indicar que los valores observados en todos estos parametros han sido
semejantes en los tres ensayos realizados y que coinciden con los que se observan en este
tipo de ensayos, lo que nos indica que el método empleado es valido y que podemos
confiar en los resultados obtenidos.

Por otra parte, tras analizar el nimero total de ejemplares recuperados a la semana de
ensayo, concluimos que los valores obtenidos indican que existi6 un nimero de
individuos superior cuando los nematodos han sido expuestos al tratamiento con el
dispositivo Airzone. En contrapartida, el nimero de cadaveres es menor cuando los
nematodos se han sometido a tratamiento con el dispositivo Airzone. Estos resultados
obtenidos apoyan que la evolucion demogréfica se corresponde con claridad con un
patrén en el que el efecto del dispositivo Airzone no es perjudicial en las condiciones
ensayadas, el cual ha demostrado tener una capacidad higienizante para distintos cultivos
microbianos. Podria seria conveniente analizar el efecto del tratamiento sobre la colonia
en periodos de tiempo superiores, como puedan ser de una semana, para descartar también
un potencial efecto a largo plazo sobre este tipo de organismos. Analogamente, este tipo
de ensayos pueden complementarse con estudios sobre otros organismos modelo, como
pueda ser el efecto sobre insectos beneficiosos como Adalia bipunctata (mariquita de dos
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puntos) o Chrisoperla carnae (Crisopa) (Ruiz-Diez et al., 2003; Navas et al., 2007;
Vilchez et al., 2016).

Conclusiones

De acuerdo a los resultados de los ensayos realizados y tras el procesamiento,
interpretacion y andlisis de los mismos, se han obtenido las siguientes conclusiones:

1.- La ionizacion mediante el prototipo Airzone empleado es una herramienta Util para
reducir la carga bacteriana del ambiente tanto en células dispersas en aerosoles como en
las adheridas a superficies

2.- Este sistema puede ser empleado como un método higienizante alternativo a otros
métodos desinfectantes en diferentes espacios, actuando tanto sobre bacterias comensales
como en importantes patdgenos humanos.

3.- Laionizacién junto a una fuerte corriente de aire resulta en un aumento considerable
de la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas.

4.- La exposicion a la ionizacién a partir de 60 minutos en presencia de corriente de aire
permite alcanzar una capacidad higienizante promedia superior a la obtenida cuando se
aplica durante 24 horas sin ventilacion mecanica en diversos cultivos bacterianos.

5.- La ionizacién durante 120 minutos junto a una fuerte corriente de aire resulta en una
considerable capacidad para inhibir la viabilidad y el desarrollo del ciclo litico de
bacteriéfagos de enterobacterias.

6.- No existe un efecto sobre la capacidad de crecimiento de hongos tipo moho frente a
ninguno de los tiempos de ionizacion ensayados con el prototipo.

4.- El tratamiento con el dispositivo Airzone genera un ligero aumento en el nimero de
huevos depositados por una colonia de C. elegans N2.

5.- El aumento en el nimero de huevos depositados por C. elegans cuando la colonia se
ha incubado en presencia del dispositivo, se traduce en un mayor nimero de juveniles y
de adultos.

6.- La incubacion de nematodos en presencia del dispositivo C. elegans reduce la
mortalidad de los mismos.
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