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RESUMEN

Palabras clave: Tratamiento superficial, aleacion, ataque &cido, anodizado, nanotubos,
bacterias, biofilm, microscopia electrénica, rugosidad y perfilometria.

Existe un gran interés en el estudio del crecimiento celular y patolégico sobre
implantes protésicos, debido a que un porcentaje de los usuarios intervenidos deben volver
a pasar por quiréfano por una infeccidn, teniendo en muchas ocasiones que reemplazar la
proétesis, y suponiendo asi un sobrecoste econémico.

Este estudio sobre el desarrollo del biofilm en superficies protésicas no ha podido
llevarse a cabo en el dmbito experimental, debido a la crisis del COVID-19 que provocé el
Estado de Alarma desde marzo hasta junio de 2020. Este hecho provocé el cierre de los
laboratorios y aulas en el que los alumnos deberiamos haber realizado la experimentacion
de este trabajo. Asi pues, el proyecto queda planteado unicamente desde el dmbito
bibliografico, donde se detallardn punto por punto las pautas para abordar la problemética y
la caracterizacion de los biofilms de manera experimental.

La modificacion de las probetas de Ti6Al4V mediante tratamientos superficiales
resulta de especial interés, pues modificando la topografia se puede facilitar la adhesion y
crecimiento celular, aspecto importante para evitar el rechazo protésico. Asi pues, en el
proyecto se explica punto a punto cémo se aplicardn los tratamientos de ataque &cido,
anodizado, ataque 4cido con anodizado y nanotubos, para evaluar cudl es el tratamiento que
favorece el desarrollo de microorganismos. Una vez aplicados estos tratamientos sobre las
probetas, se estudiard su topografia por medio de microscopia electrénica (FESEM,
HRFESEM y AFM) y perfilometria éptica. A continuacion, se procederd a la extraccion y
cultivo de dos bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, para estudiar la
formacidon de biofilm sobre las muestras, ya que son las bacterias habituales en provocar la
infeccién al ponerse en contacto con estas superficies. Una vez cultivadas, se sembrardn
sobre cada una de las muestras tratadas se analizard el crecimiento y desarrollo del biofilm
sobre las diferentes superficies por medio de microscopia confocal y CryoFESEM.

Finalmente, el planteamiento del presupuesto cumple con los requisitos para poder
llevarse a cabo en el trabajo experimental y posterior anélisis en un futuro préximo, y asi
obtener asi los resultados previsibles.







RESUM

Paraules clau: Tractament superficial, aleacid, atac acid, anoditzat, nanotubs, bacteris,
biofilm, microscopia electronica, rugositat 1 perfilometria.

Hi ha un gran interés en I'estudi del creixement cel-lular 1 patologic sobre implantes
protetics, pel fet que un percentatge dels usuaris intervinguts han de tornar a passar per
quirofan per una infeccio, tenint moltes vegades que reemplagar la protesi, 1 suposant aixi
un sobrecost economic.

Este estudi sobre el desenrotllament del biofilm en superficies protctiques no ha
pogut dur-se a terme en l'ambit experimental, a causa de la crisi del COVID-19 que va
provocar I'Estat d'Alarma des de marg fins a juny de 2020. Este fet va provocar el tancament
dels laboratoris 1 aules en qué els alumnes hauriem d'haver realitzat I'experimentacio6 d'este
treball. Aixi, doncs, el projecte queda plantejat inicament des de 1'ambit bibliografic, on es
detallaran fil per randa les pautes per a abordar la problematica i la caracteritzacio dels
biofilms de manera experimental.

La modificaci6 de les provetes de Ti6Al4V per mitja de tractaments superficials
resulta d'especial interés, perquée modificant la topografia es pot facilitar 1'adhesio 1
creixement cel-lular, aspecte important per a evitar el rebuig protétic. Aixi, doncs, en el
projecte s'explica punt a punt com s'aplicaran els tractaments d'atac acid, anoditzat, atac acid
amb anoditzat i nanotubs, per a avaluar quin €s el tractament que afavorix el desenrotllament
de microorganismes. Una vegada aplicats estos tractaments sobre les provetes, s'estudiara la
seua topografia per mitja de microscopia electronica (FESEM, HRFESEM 1 AFM) i
perfilometria Optica. A continuacio, es procedira a l'extraccid i cultiu de dos bacteris,
Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa, per a estudiar la formacié de biofilm en
les mostres, ja que son els bacteris habituals a provocar la infeccio al posar-se en contacte
amb estes superficies. Una vegada cultivades, se sembraran sobre cada una de les mostres
tractades s'analitzara el creixement 1 desenrotllament del biofilm sobre les diferents
superficies per mitja de microscopia confocal i CryoFESEM.

Finalment, el plantejament del pressupost complix amb els requisits per a poder dur-
se a terme en el treball experimental 1 posterior analisi en un futur proxim, i obtindre aixi els
resultats previsibles.







ABSTRACT

Key words: Surface treatment, alloying, acid attack, anodizing, nanotubes, bacteria, biofilm,
electron microscopy, roughness and profiling.

There is a great interest in the study of cellular and pathological growth on prosthetic
implants, because a percentage of the operated users have to go through surgery again due
to an infection, having to replace the prosthesis in many occasions, and this is an economic
over cost.

This study on the development of biofilm on prosthetic surfaces could not be carried
out in the experimental field, due to the COVID-19 crisis that caused the State of Alert from
March to June 2020. This fact caused the closure of the laboratories and classrooms where
the students should have carried out the experimentation of this work. Therefore, the project
is proposed only from the bibliographic area, where the guidelines to address the problem
and the characterization of biofilms in an experimental way will be detailed point by point.

The modification of the specimens by means of surface treatments is of special
interest, since modifying the topography can facilitate the adhesion and cell growth, an
important aspect to avoid prosthetic rejection. Therefore, the project explains point by point
how the treatments of acid attack, anodizing, acid attack with anodizing and nanotubes will
be applied, in order to evaluate which is the treatment that favors the development of
microorganisms. Once these treatments have been applied to the test tubes, their topography
will be studied by means of electronic microscopy (FESEM, HRFESEM and AFM) and
optical profiling. Then, two bacteria will be extracted and cultured, Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa, since they are the usual bacteria that cause infection when
they come into contact with these surfaces. Once cultivated, they will be sown on each of
the treated samples. The growth and development of the biofilm on the different surfaces
will be analyzed by confocal microscopy and CryoFESEM.

Finally, the budget approach meets the requirements to be able to carry out the
experimental work and subsequent analysis in the near future, and thus obtain the expected
results.
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1. INTRODUCCION
1.1. MOTIVACION

Tanto el titanio como sus aleaciones se emplean para sustituir y reparar el tejido éseo,
ya que posee unas caracteristicas mecénicas especificas excelentes y una gran resistencia a
la corrosion, debido a que en su superficie presenta una capa de 6xido formada por rutilo
(Ti0O,). Gracias a estas caracteristicas, se ha popularizado su uso en aplicaciones de ortopedia
y traumatologia con tal de sustituir uniones que hayan sufrido dafios, como puede ser
implantes de rodilla, cadera, hombro o codo entre otros.

Con tal de mejorar sus propiedades, se aplica a la superficie de los implantes
tratamientos superficiales para mejorar la adhesion celular. Las casas comerciales apuntan
al mecanizado, arenado y ataque 4cido diverso (Lario et. al., 2016). También se tiene en
cuenta el desarrollo de tratamientos de oxidacion superficial basados en nanotubos (Lario,
2019) o mediante el proceso PEO (Plasma Electrolitic Oxidation) (Dorado et. al., 2018),
con éstos es posible conseguir una capa de 6xido estable en la superficie, mezclar las fases
de TiO,, anatasa y rutilio. Ciertos autores, han analizado las consecuencias que tiene el uso
de estos procedimientos sobre las superficies y el tejido biolégico que se encuentre en
contacto (Pérez, 2012). Estos andlisis se realizan mediante ensayos in vitro sobre el
crecimiento y la diferenciacion celular, o bien, in vivo tras realizarse ensayos previos.

Asi pues, la motivacion del presente trabajo es estudiar cémo la modificacién con
diferentes técnicas de la superficie del metal puede afectar positiva o negativamente a la
adhesion, diferenciacion y desarrollo bacteriol6gico. Teniendo estos aspectos en cuenta, se
tratard de determinar que procedimiento garantiza el éxito del implante.
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1.2.  OBJETIVOS

Una vez aplicado el tratamiento correspondiente sobre la superficie, el objetivo

consiste en analizar el efecto que éste provoca sobre la aleacion de Titanio, Ti6Al4V, en el
desarrollo bacterioldgico y en la fijacién en las superficies. Asi, para cumplir el objetivo

principal, es necesario cumplir a su vez con los siguientes aspectos:

Se estudiaran los tratamientos superficiales (ataque dcido, anodizado, ataque 4cido
con anodizado y nanotubos) con tal de seleccionar el mds adecuado de acuerdo con
las posibilidades existentes.

Se estudiarédn las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, que
podrian desarrollarse sobre la superficie dando lugar a una infeccién en la zona de
union.

Se analizard el efecto provocado por las bacterias en las superficies con diferentes
tratamientos y el efecto que éstas producen sobre las bacterias.

Los siguientes objetivos han tenido que ser estudiados bibliograficamente debido a

la crisis del Covid-19.

Se tomardn modelos de bacterias para poder realizar los ensayos correspondientes
segtin la disponibilidad de la Fundacién La Fe.

Plantear los métodos que se empleardn al analizar el efecto de las colonias de
bacterias en las superficies tratadas.

Se analizardn las consecuencias del desarrollo bacteriolégico sobre las superficies de
las aleaciones, como pueden ser picaduras, oxidacion o corrosién entre otros efectos,
valorando si asi pudiese comprometer el éxito del implante.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. INTRODUCCION DE LOS BIOMATERIALES EN
MEDICINA

Se define un biomaterial como aquel material que se emplea para la fabricacion de
elementos que formarédn parte de sistemas biologicos y del d&mbito de la medicina. Tratard
de reemplazar aquella parte del organismo que no sea capaz de realizar su funcién por si
mismo debido a patologias o malformaciones, ya sea de forma temporal o permanente.

Durante la historia, el ser humano ha ampliado sus conocimientos en el campo de la
medicina, tratando de utilizar los recursos disponibles en beneficio de la salud (Soria et. al.
2009). Es por ello, que progresivamente ha tratado de reemplazar o restaurar aquellos tejidos
que hubieran sufrido dafios, con tal de mejorar el estado de salud del individuo (Milena,
2017). Asi pues, inicialmente los biomateriales mds utilizados con fines terapéuticos eran
aquellos de origen natural, como la madera, el marfil o el vidrio. A medida que se conoce la
respuesta del organismo a estos materiales se fueron introduciendo nuevos, como los
metales, cerdmicas y polimeros. El uso de nuevos materiales obligé a ampliar el
conocimiento en las reacciones que el cuerpo generaba contra estos dispositivos (Soria et.
al., 2009),ya que, al introducirlos en el organismo, éstos actiian como vectores para bacterias
y virus (Milena, 2017).

Como se ha comentado anteriormente, los biomateriales pueden ser tanto de origen
natural como sintético, pero, ademds, deben cumplir con ciertas caracteristicas. Estas deben
no comprometer la salud del paciente y cumplir con la funcién del tejido sustituido, por lo
que deben ser biocompatibles, cumplir con las propiedades mecanicas propias del tejido, no
ser toxico para las células del entorno, ser quimicamente estables y cumplir con las
caracteristicas de disefio, tamafio y forma (Soria et. al., 2009).

Centrandonos en los materiales metélicos y sus aleaciones, éstos deben cumplir los
requisitos citados anteriormente y tener en cuenta ciertas consideraciones debido a su
naturaleza. Los metales poseen buenas propiedades mecdnicas como son la alta resistencia
al desgaste e impacto. Sin embargo, el punto débil de éstos reside en la biocompatibilidad y
la corrosion, pues pueden liberar particulas al medio y provocar alteraciones en las células
circundantes. Es por ello por lo que los metales han ido evolucionando, para dar paso a los
aceros, posteriormente los inoxidables y, finalmente, aparecieron las aleaciones de cobalto
y titanio, las cuales cuentan con multitud de ventajas frente a otros materiales (Gil et.
al.,1993). Asi pues, en el presente trabajo nos centraremos en el uso del titanio y la aleacién
de Ti6Al4V en el campo biomédico. Esta aleacion es el material preferente dadas sus
excelentes propiedades mecdnicas y elevada estabilidad quimica en los medios fisiol6gicos,
ademds de que provoca reacciones favorables en el tejido (Milena, 2017).
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22. TITANIO: CARACTERISTICAS Y ALEACIONES

2.2.1. CARACTERISTICAS DEL TITANIO Y LA ALEACION Ti6Al4V

El titanio se descubri6 a finales del siglo XVIII. Pese a tratarse de uno de los
elementos mds abundantes de la Tierra, posee una concentracién del 0’8% en peso, y su
extraccion es complicada salvo que se encuentre como rutilo (TiO,) e ilmenita (FeO-TiO,).

Sin embargo, aunque se extraia de éstos, no se logré una muestra pura hasta la primera
década del siglo XX.

En 1937, Kroll dicté un proceso para conseguir titanio tras reducir el tetracloruro de
titanio con magnesio, bajo una atmosfera de argén, pues si no podria oxidarse. Actualmente
es el método mas empleado, pues permite obtener unas cantidades de titanio puro aceptables
(Polmear, 1995).

A consecuencia de las excelentes propiedades del titanio, los EE. UU. potenciaron
durante la década de los 50, estudios sobre este elemento y sus aleaciones. Durante la
siguiente década, su uso se encontraba principalmente en las industrias aeroespacial, militar
y quimica. Finalmente, debido al estudio de la capa de pasivacion que cubria la superficie,
y por tanto, su excelente resistencia a la corrosion (Polmear, 1995) junto con su
biocompatibilidad, se introdujo en el &mbito biomédico (Kubli, 1983).

Hoy en dia, el titanio sirve principalmente para la industria aeroespacial, quimica y
médica. Cabe destacar que, del titanio extraido por diversos métodos, el 50% es empleado
para la fabricacion de la aleacion Ti6Al4V (Donachie, 1989).

El uso generalizado de este elemento radica en sus caracteristicas, pues se trata de un
metal excepcional para aplicarse al campo de la medicina. Es un elemento ligero pese a ser
metélico, pues su densidad es de 4’506 g/cm?, posee excelentes propiedades mecdnicas y
resistencia a la corrosion, factor que era el punto débil de otros metales en el medio
bioldgico. Ademds, se caracteriza por ser biocompatible, bioinerte, resistente a la corrosion,
aunque reactivo y una vez superados los 883°C sufre una transformacion alotrépica (Gil et.
al., 1993).

El titanio es un metal biocompatible, pues provoca reacciones favorables al
establecer relaciones entre el tejido y la superficie del material, pese a provocar inicialmente
una respuesta inflamatoria por parte del organismo. En funcién de la aleaciéon habrd que
tener en cuenta su toxicidad, reacciones quimicas, corrosion, rugosidad y porosidad (Rodil,
2009). Al emplearse la aleacion Ti6Al4V para la regeneraciéon Osea, ademds de ser
biocompatible debe ser osteointegrable, lo que significa que el implante debe ser capaz de
favorecer el crecimiento 6seo en su superficie, sin desarrollar una cdpsula fibrosa demasiado
espesa (Lario et. al., 2016).

20




El punto débil de los metales suele ser la escasa resistencia a corrosion. Sin embargo,
el titanio y sus aleaciones son una excepcion. La resistencia a la corrosién es consecuencia
del desarrollo de una capa de 6xido en su superficie al colocarla en contacto con un medio
con presencia de oxigeno. Esta capa se encarga de proteger la superficie y evita que se siga
oxidando mas alld de la capa superficial (Cremasco et. al, 2011).

En relacion con la resistencia a la corrosion, se encuentra la reactividad. Esta
propiedad encarece el coste de este tipo de material, pues es altamente reactivo en contacto
con oxigeno, de modo que es necesario trabajar con él en vacio o a atmdsfera inerte. La
reactividad de este elemento desarrolla una capa protectora de 6xido sobre la superficie
(Escuder, 2014). La barrera de proteccion actia evitando cualquier liberacion de iones al
medio fisioldgico, es decir, trata de evitar que se provoque un desequilibrio en el medio, y,
por tanto, que afecte negativamente a las células adyacentes (Cremasco et. al., 2011). La
temperatura es uno de los factores que mads afecta a la reactividad del titanio, pues ésta se
reduce al alcanzar temperaturas superiores a 600°C, ya que a estas temperaturas se produciria
la difusion del oxigeno sobre la capa de pasivacién, aumentando, en consecuencia, el espesor
y fragilidad de esta capa (Escuder, 2014).

Asi pues, tras estas propiedades, los biomateriales se clasifican en funcién de los
resultados que provoquen en el lugar de implantacion, teniendo en cuenta Unicamente al
titanio y, en concreto, a la aleacion Ti6Al4V, este material dard lugar a un implante casi
inerte. Esto es, que el elemento se colocaré en el organismo, y a consecuencia, se desarrollarad
una cépsula fibrosa a su alrededor. Esta cipsula, cuya composicién se basa en tejido fibroso,
es la encargada de proteger el implante, aisldndolo del tejido que lo envuelve. Como se
describe anteriormente, al ser casi inerte ya que los metales son mds reactivos, para
establecer el equilibrio quimico entre la superficie expuesta y el entorno llevard mds tiempo,
asi que la cdpsula posee un espesor menor en comparacion con otros materiales. También
hay que tener en cuenta que la capsula serd de menor espesor debido a que el implante
considerado se aloja en las zonas de unidn, asi que estardn expuestos a posibles a
movimientos (Rodil, 2009).

21




2.2.2. PROPIEDADES DE LA ALEACION Ti6Al4V
Las propiedades de la aleacién vendrdn determinadas tanto por la composicion
quimica como por la microestructura (Dalmau, 2012).

222.1. COMPOSICION QUIMICA

En primer lugar, la aleacion Ti6Al4V se trata de un elemento ligero que presenta
estructura bifésica, esto es que estd compuesto por las fases o y 3 (Quirama, 2017), en el
que la matriz [} estd contenida en a (Pinilla et. al., 2018), donde la primera se trata de una
estructura hexagonal compacta (HCP) y la fase f3 es la ctibica centrada en el cuerpo (BCC).
Al analizar la aleacion Ti6Al4V cabe destacar que el aluminio sirve de estabilizador de la
fase o, pues incrementa la temperatura de transformacién entre la fase a-f. El otro
componente, el vanadio, también es un estabilizador, pero de la fase 3, encargado de
disminuir la temperatura de transformacion entre ambas fases (Quirama, 2017). Los
elementos estabilizadores de la fase a serdn Al, O, N y C entre otros. Y los estabilizadores
isomorfos de la fase 3 son el Mo, W, V y Nb, entre otros (Dalmau, 2012).

Al variar la composicién quimica del titanio, como se puede observar en la Tabla 1
a continuacion, para conseguir la aleacion Ti6Al4V, se consiguen propiedades mecdnicas
diferentes y orientadas a las necesidades de la zona del organismo que requiera el implante.

Composicion (% en peso)
Elemento Al A\ Fe VA (0 N H Ti

% 662 4’55 002 | 0°03 | 0’55 0’5 0’3 88

Tabla 1. Composicion en % de la aleacion Ti6AI4V.
Adaptado de Tojal et. al., 2012.

Esta composicidon caracteriza al material con una rigidez parecida a la del hueso
original, con tal de evitar el apantallamiento de tensiones, y, por tanto, la pérdida de tejido
Oseo en la zona circundante donde se ha implantado la pieza (Tojal et. al., 2012). Ademas,
la aleacion serd de mayor densidad, escasa resistencia a rotura frente a temperaturas elevadas
y baja ductilidad si se encuentra en condiciones de envejecimiento (Dalmau, 2012).
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2.22.2. MICROESTRUCTURA
En lo relativo a la microestructura de la aleacion, los estudios han asegurado que la
modificacion de ésta, afecta directamente sobre las propiedades mecénicas del biomaterial
en funcidn del tratamiento elegido. (Sieniawsky et. al., 1997).

Como se ha comentado anteriormente, esta composicion permite que la aleacion sea
la preferente para la fabricacidn de prétesis que se verdn sometidas a altas presiones. Si la
aleacion tuviese en su composicion impurezas o demasiada concentracién de oxigeno, se
produciria un aumento de la dureza y resistencia del material. Sin embargo, al alcanzar los
400 °C se puede producir un agrietamiento intercristalino, provocado por la presencia de
elementos tales como el hidrégeno, nitrégeno o carbono en la estructura cristalina. Cabe
destacar que esta aleacion Ti6Al4V presenta desventajas frente a las aleaciones de tipo f3, ya
que éstas no contienen elementos téxicos y ni inducen reacciones inflamatorias en el medio
en el que se alojan debido a que a penas liberan iones (Milena, 2017).

En primer lugar, la microestructura equiaxial (Figura 1) se consigue una vez se ha
trabajado de forma mecdnica el material en las temperaturas de a + . Si se somete a
recocido la muestra tras alcanzar temperaturas inferiores a las de inicio de martensita, se
formard una microestructura compuesta por granos finos de ambas fases, ésta recibe el
nombre mil-annealed, cuya estructura dependera del trabajo mecanico aplicado previamente.
Durante el recocido la muestra estd compuesta por fase a primaria y . Cuando se enfria el
material, se mantiene la fase a pero la fase f se modificard en funcion de la velocidad de
enfriamiento. En cambio, si la temperatura del recocido fuese superior, la fase [ se
transforma a estructura laminar de fase a secundaria, por lo que la nueva estructura seria de
granos de a y ldminas finas de no transformada. En lo relativo a las propiedades mecanicas
de esta microestructura destaca el descenso en la resistencia a fatiga y tenacidad. Ademas,
hay que destacar que si se tratase esta microestructura con tratamientos térmicos también
disminuiria la velocidad de propagacién de las grietas (Correa et. al., 2014).

Fuente: (Rodney y Collings, 1993).
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En segundo lugar, la martensitica (Figura 2) se logra tras un enfriamiento rdpido o
temple desde una temperatura superior a la de f — transus, de esta forma se generard una
transformacion masiva a martensita o fase a’. Su microestructura serd acicular o laminar fino
y con pardmetros de red muy similares a los dados en la fase a. Respecto a sus propiedades
mecadnicas, la microestructura martensitica se caracteriza por tener unos niveles de fragilidad

y dureza menores respecto a las aleaciones bifdsicas con mds estabilizadores de la fase f3
(Garcia et. al., 2016).

0 /7 = 100 um
Figura 2. Microestructura martensitica de Ti6AI4V.
Fuente: (Rodney y Collings, 1993).

En tercer lugar, la microestructura laminar (Figura 3) se consigue tras un
enfriamiento lento desde temperaturas superiores al f — transus hasta llegar a la region
bifésica. Si se ralentiza el proceso de enfriamiento se produce una difusién controlada entre
las dos fases, de forma que al estar por debajo del f — transus, la fase @ comienza a formar
ntcleos junto a los bordes de grano de £, por lo que la fase & crece en laminas. Se consigue
una estructura laminar que cuenta con placas de mayor grosor de fase a y finas de . La
microestructura laminar posee mayor tenacidad a fractura y resistencia a corrosion producida
por tension y fluencia, ademds de menor velocidad de propagacién de grieta, como
propiedades mecénicas principales (Delgado, 2012).

Y1) iy

Figura 3. Microestructura laminar de‘Ti6A-l4 V.
Fuente: (Rodney y Collings, 1993).
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Por tltimo, la bimodal (Figura 4) consiste en una estructura que posee granos de fase
a aislados en una matriz 8 transformada. Esta se consigue tras un recocido a 950 °C, un
temple en agua y envejecimiento a 600 °C. Si en lugar de envejecer la muestra a 600 °C, se
hiciese a 650 °C, precipitaria la fase  en granos de fase a. Sus propiedades mecanicas
principales son tension de fluencia, ductilidad, resistencia a nucleacién de fisuras y con una
resistencia a fatiga de bajos niimeros de ciclos mds alta pero una velocidad de propagacion
de fisuras mas lenta (Bonvicini, 2017).

Figura 4. Microestructura bimodal de Ti6AI4V.
Fuente: (Rodney y Collings, 1993).

Las propiedades y caracteristicas de la aleacién de titanio dependerdn de su
composicion y posterior tratamiento. Las propiedades de la aleacion variardn en funcién de
la adicién de dos componentes. Si se afiade aluminio, que serd el encargado de estabilizar la
fase a, se incrementard la temperatura de transformacion entre la fase @ — . En cambio, si
se le afiade vanadio, la fase estabilizada serd 8, por lo que la temperatura de transformacién
anterior disminuira.

La aleacién posee una microestructura que favorece la soldabilidad del material.
Debido a su alto contenido en aluminio favorece la resistencia y la resistencia a oxidacion a
alta temperatura (300 — 600 °C). Si se induce una estructura a el material serd capaz de
absorber una mayor cantidad de energia de deformacidn, por lo que las grietas se detendran
o desapareceran en las particulas a, incrementando asi la dureza de la aleacion.

La aleacion dada se emplea en el &mbito biomédico por sus propiedades, las cuales
dependen de su microestructura. Esta es un factor que determinard la resistencia a fatiga del
material, por lo que cuanto mds pequefio sea el tamafio de grano y mds elementos
intersticiales haya, mayor serd el valor de este ésta. Es por ello, que para mejorar la
resistencia a fatiga se aplicardn tratamientos para mejorarla, ya que es un factor que
determinard la biocompatibilidad de la muestra y, por tanto, es necesario incrementar.
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Originalmente la muestra de Ti6Al4V, sin aplicar ningin tratamiento superficial, es
una matriz 8 contenida en una «. Los granos serdn equiaxiales y uniformes, aunque pueden
presentar deformaciones debido al proceso de fabricacién.

Asi pues, una forma de mejorar las propiedades de la aleacién Ti6Al4V serd aplicar
sobre ella tratamientos superficiales, con tal de compensar sus puntos débiles. De este modo,
mediante diferentes tratamientos, como el ataque 4cido, anodizado o nanotubos, se
desarrollard sobre la superficie una capa de 6xido de titanio. El 6xido superficial en cuestion
serd el rutilio, ya que es estable, aunque la muestra se exponga a diferentes temperaturas,
pues presenta menos energia libre que otras formas del 6xido, como la anatasa. Como
inconveniente, este hecho puede provocar que la red cristalina no sea perfecta, por lo que
puede haber enlaces débiles o impurezas.

La capa de 6xido desarrollada tras aplicar los tratamientos superficiales serd una capa
protectora que garantizard que la muestra sea mds resistente y presente una mayor
durabilidad, aunque también dependerd del espesor de ésta. Esta capa modificard la
microestructura, puesto que presenta estructura y propiedades distintas a las de la aleacion.
La nueva microestructura protegerd a la aleacién de agentes externos y de la abrasion y
variard su color.

De este modo, al aplicar dichos tratamientos superficiales, se observa como en la
superficie de la muestra, su microestructura variard, ya que formaré cristales de 6xido
perpendiculares a la superficie que se irdn acumulando y cubriendo uniformemente la
superficie de la probeta. El espesor de esta capa oscilard entre 0,5 y 10 nm, que dependeran
directamente del tratamiento y del tiempo de aplicacién (Pinilla y Siado, 2014).
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23. TRATAMIENTOS SUPERFICIALES DE LOS
MATERIALES

El desarrollo y popularidad de los tratamientos superficiales en los ultimos afios se
debe a la mejora que supone para conseguir una integraciéon ésea duradera y en menos
tiempo. Estos tratamientos pretenden modificar la rugosidad superficial para facilitar la
adhesion celular, su interés radica en que el hueso receptor de la protesis se puede encontrar
deteriorado por diversas razones, de modo que podria afectar a la osteointegracion. Asi pues,
emplear biomateriales y nuevos tratamientos superficiales permitirdn un mayor éxito de la
protesis.

Es necesario que, tras la modificacion superficial, la protesis mantenga sus excelentes
propiedades fisicoquimicas. Ya que permitirdn que se reemplace o restaure la funcién del
tejido dafiado intentando no provocar una reaccion adversa, debido a su contacto constante
con el medio interno del huésped. El fallo de los implantes ocurre cuando se pierde el interfaz
que pone en contacto la proétesis con el hueso, mostrando una deficiente osteointegracion.
Para evitar la sustitucion protésica, se aplicardn tratamientos superficiales con tal de mejorar
la conexion directa entre el tejido y el implante, para ello habrd que tener en cuenta la
geometria, topografia, rugosidad y drea superficial, ya que la adsorciéon de proteinas y
proliferacién celular dependerén de los factores anteriores permitiendo, en consecuencia, la
osteointegracion.

Las aleaciones de titanio han ido evolucionando con el paso del tiempo, tratando de
mejorar su osteointegracion con el tejido vivo. Por este motivo, se pueden diferenciar en las
generaciones de tratamientos superficiales que se han ido aplicando en funcién de los
avances tecnologicos. Para empezar, como primera generacion se refiere a aquellos
implantes mecanizados para conseguir las propiedades fisicoquimicas necesarias para ser
implantado en un medio biolégico. Cabe destacar, que los implantes de esta generacion
deben ser capaces de distribuir homogéneamente las fuerzas, tener alta resistencia mecdnica,
tenacidad a fractura, baja toxicidad y ser bioinertes.

En cuanto a la segunda generacion, los implantes ya cuentan con bioactividad debido
a que se aplican en ellos tratamientos superficiales con tal de mejorar la osteointegracion.
Esta generacion se caracteriza por haber sufrido cambios en la rugosidad y drea superficial,
en funcién del medio en el que se vaya a implantar y las células que vayan a proliferar sobre
su superficie.

Finalmente, la tercera generacién pretende facilitar la respuesta celular a nivel
molecular y mejorar el rendimiento de la prétesis. Los tratamientos que sufren estos
implantes se basan en la modificacién de la morfologia a nivel nanométrico. Se favorece el
desarrollo celular como consecuencia de disponer de superficies con capas de 6xido de
titanio o geometria de nanotubos, entre otras nuevas técnicas. Por este motivo, son los
implantes que presentan un mayor grado de osteointegracion. Ademads, esta generacion
puede incorporar en su estructura agentes bioactivos con tal de erradicar el foco de una
posible infeccion.
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Asi pues, se afirma que la razon del desarrollo de nuevas técnicas superficiales es la
mejora significativa de la osteointegracion. Este concepto hace referencia a la conexidn,
tanto estructural como funcional, que se establece entre el tejido en cuestion y la superficie
del material. Para ello, se desarrolla un interfaz entre dichos elementos, que, si en algin
momento se perdiese, disminuiria considerablemente la capacidad de osteointegracion,
provocando incluso el fallo del tratamiento. Por este motivo es tan importante considerar
ciertos factores anteriormente citados para la fabricacién de los implantes. En consecuencia,
las superficies tratadas adecuadamente facilitardn la adsorcién de proteinas, crecimiento
celular, desarrollo y diferenciacion de los osteoblastos, y permitirdn que el proceso
regenerativo tenga una menor duracion y sea de mayor calidad (Lario et. al., 2016).
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2.3.1. MECANIZADO

El objetivo del tratamiento de mecanizado consiste en lograr un implante con la
geometria que posee el tejido a sustituir. Dicho elemento tendrd que distribuir las fuerzas
homogéneamente, ademds de no resultar toxico para el medio en el que se coloca. La
superficie tratada con este método se caracteriza por su elevada resistencia mecédnica y a
fractura, junto con su biocompatibilidad.

El mecanizado provoca diminutas irregularidades en la superficie debido al proceso
de fresado y pulido. Este proceso permite que la superficie goce de cierta rugosidad, lo cual
facilitaria la interaccion del tejido con el material (Blanco et. al., 2018).

Para mecanizar una pieza, se parte de una estructura original, la cual se modificara
hasta llegar al producto final o el semielaborado. Como se ha comentado, la eliminacién de
material se consigue por arranque de viruta, el cual lo realiza el filo de una herramienta.
Segun el tipo de filo elegido es posible distinguir dos tipos:

- Cepillado o arranque con filo geométricamente determinado: El objetivo es
conseguir una geometria particular, por lo que serd un tipo mds especifico y preciso,

sin embargo, esto dificulta y encarece el proceso. Este serd el proceso empleado para
conseguir las piezas de dimensiones deseadas.

- Rectificado o arranque con filo indeterminado: Se emplea un elemento abrasivo, por
lo que se eliminard material, pero sin una estructura clara.

Existen multitud de procesos de mecanizado, pero debido a las necesidades del
proyecto en cuestion, para este caso, se empleard tinicamente el fresado, cuyo resultado seria
semejante al representado en la Figura 5. Este proceso consiste en arrancar material a partir
de una herramienta llamada fresa. Los filos de corte provocan un corte discontinuo, ya que
no toda la herramienta participa en el corte en el mismo instante, esta parte de la fresa que
no interviene en el arranque de viruta se encontrara en refrigeracion (Jiménez, 2017).

VR
Machu?ed "i'-‘i )

Figura 5. Superficie de la alacio’n Ti6Al4V tras sufrir el tratamiento de mecanizado (x10).
Fuente: (Rodney y Collings, 1993).
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2.3.2. PROYECCION TERMICA

La proyeccién térmica es el procedimiento por el cual se recubren superficies con
materiales tanto metalicos como no metdlicos. Se pueden diferenciar multitud de categorias,
como se observa en la Figura 6, donde destacan los siguientes: proyecciéon por flama,
proyeccion por arco eléctrico y proyeccion por arco de plasma (Roviroza et. al., 2017). El
procedimiento trata de proyectar finas particulas sobre una superficie preparada. El espesor
de esta nueva capa generada, para considerarse uniforme, debe rondar entre las 30 y 50 pm.
Una vez se consigue este espesor, la superficie tendrd una rugosidad aproximada 7 um, y,
en consecuencia, se obtendrd una mayor drea superficial en el implante (Lario et. al., 2016).

El proceso de la proyeccion térmica es el siguiente. En primer lugar, las fuentes de
energia calientan el material que va a recubrir la superficie hasta que alcanza un estado de
semifundido, es decir, son capaces de deformarse pldsticamente. A continuacién, dichas
particulas son calentadas, aceleradas y propulsadas hasta la superficie de interés, la cual
habrd sido preparada previamente. Cuando las particulas impactan con la superficie
formardn un enlace con éstas.

Este procedimiento se puede aplicar a multitud de materiales, pues se emplean
aquellos que llegan al punto de fusion sin descomposicion. Ademads, en caso de que el
recubrimiento sufriese desgaste o dafios, en la mayoria de los casos, es posible volver a
reponerlo sin necesidad de cambiar la pieza. Sin embargo, este tratamiento también tiene
inconvenientes, como es la linea de visidn del proceso de deposicion, ya que recubre aquello
que la pistola es capaz de alcanzar. Tampoco es capaz de recubrir partes pequefias o
profundas. Cada uno de los procesos diferentes de proyeccion térmica citados anteriormente
poseen un rango de temperatura, entalpia y velocidad diferentes, por lo que se elegird el que
mejor se adapte al material y pieza en cuestion.

El objetivo de la proyeccion térmica reside en mejorar la adherencia, porosidad,
inclusién y dureza de los implantes, con tal obtener una superficie como la mostrada en la
Figura 7. Cabe destacar que el proceso de calentamiento y aceleracion de las particulas
puede realizarse por diferentes procesos, entre los que destaca la corriente de gas y haz laser.
En el diagrama siguiente se presentan multitud de métodos de proyeccion térmica (Roviroza
et.al., 2017).
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PROYECCION

TERMICA
I
[ I I |
ISR Arco eléctrico Flama Cinética
plasma
I—Iﬁ i
[ 1 ]
Aire Camara — Aire Alambre Barra Polvo
|
[ 1 ]
_Camara — Gasinerte Convencional D-gun Alta-velocidad
interna
: ) \ Oxy-
Baja presion Camara combustible

—{  Shroud

— Hiperbarica

—{ Bajo el agua

Figura 6. Métodos de proyeccion térmica.
Adaptado de Handbook of Thermal Spray Technology, 2004.

EHT =

20.00kvV SE1

WD=170mm Mag= 20X

N
200 pm

Oxy-keroseno

Aire Keroseno

Figura 7. Superficie de la aleacion Ti6Al4V tras sufrir el tratamiento de proyeccion térmica (x20).
Fuente: Biomet, 2020.
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2.3.3. OXIDACION ELECTROQUIMICA

Es posible desarrollar una capa de 6xido en la superficie de la aleacién a partir de la
oxidacion electroquimica como tratamiento superficial. La base de este tratamiento radica
en la reaccion de oxidacién-reduccion, generando una diferencia de potencial entre el 4&nodo
y el cidtodo. Como resultado, se obtiene un mayor crecimiento celular y mas adhesion, en
comparacion con otros tratamientos superficiales.

La capa de 6xido o de pasivacion es la caracteristica fundamental que permite que el
titanio sea considerado como biomaterial, pues proporciona gran estabilidad electroquimica.
Esta capa es la que evita que se sufra el ataque electroquimico por parte del medio bioldgico.
Se compone de 6xido de titanio (Ti,O) y su espesor oscila entre los 0,5 y 10 nm. Su
formacidn requiere poco tiempo, al ponerse en contacto la superficie del titanio con un medio
con presencia de oxigeno, ésta tardard apenas milisegundos en desarrollarse.

A partir de las curvas de potencial, se observa lo estable que es el potencial
electroquimico en las aleaciones de titanio, por lo que serd una ventaja para su
biocompatibilidad. Sin embargo, la capa desarrollada posee propiedades mecénicas bajas,
por lo que podria dar lugar a fallo por fractura. Para evitar que se dé esta situacion, se
emplean tratamientos que sean estabilizadores para la capa de 6xido (Rodriguez, 1999).

Cabe destacar una técnica de oxidacion llamada Oxidacién Electrolitica por Plasma
(PEO), la cual modifica la superficie mejorando la resistencia a la corrosién de las aleaciones
en las que se aplica. Consiste en mantener un campo eléctrico sobre una creciente pelicula
anddica, llegando a superar el voltaje critico o tensién de ruptura dieléctrica. Las fases
cristalinas y amorfas de la cerdmica sobre la superficie metdlica dependeran tanto de la
naturaleza del electrolito como del sustrato. LLa composicion y concentracion del electrolito
determinard qué recubrimiento bioactivo se consigue para poder controlar los procesos de
degradacion superficiales. Los compuestos més utilizados para esta técnica son el hidréxido
de potasio y sodio (NaOH, KOH), el silicato de sodio (Na,Si0O3), el fosfato de sodio
(Na3P0,) y aluminato de sodio (Na,Al,0,) (Dorado et. al., 2018).
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2.34. ARENADO

Otra de las técnicas empleadas para alterar la superficie de los metales, aumentando
asi su rugosidad, es el arenado o granallado, representado en la Figura 8. Este tratamiento
modifica la composicidn de la superficie, ya que proyecta particulas abrasivas a alta presion
sobre la superficie de interés, incrementando su rugosidad en, aproximadamente, 10 um. Las
particulas mds empleadas suelen ser alimina (AL, O;), titania (TiO,) o hidroxiapatita, entre
otras. La razon para incrementar la rugosidad radica en el éxito que supone para la adhesion
entre el implante y la superficie dsea. Este tipo de tratamiento también tiene una serie de
desventajas, donde destaca la presencia de residuos, que permanecen en la superficie a pesar
de haber realizado una limpieza por ultrasonidos, pasivacion dcida o esterilizacion (Duraccio
et al., 2015). A pesar de esto, se ha demostrado que la presencia de residuos no afecta
negativamente a la osteointegracion. Otro inconveniente que debe abordarse es que la
superficie, tras el tratamiento, posee una peor resistencia a corrosion y a fatiga (Multigner
et.al., 2009).
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Figura 8. Superficie de la aleacion Ti6Al4V tras sufrir el tratamiento de arenado (x2000).
Fuente: (Rodney y Collings, 1993).
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2.3.5. ATAQUE ACIDO

En lo relativo al ataque o grabado &cido, éste provoca superficies con mayor
rugosidad que las que se pueden conseguir con mecanizado, sobre todo la microrrugosidad,
como se puede apreciar en la Figura 9. El uso de este tratamiento radica en la mejora
significativa de la adhesion del tejido a la superficie del implante, y, por tanto, en la mejora
de la osteointegracion. Se modifica la composicion quimica superficial tras el tratamiento,
eliminando impurezas, y con una capa de 6xido de titanio bastante mds espesa y cristalina
(Peérez, 2012). Los factores que afectan a la superficie resultante son el tiempo de aplicacion,
temperatura, el tipo de dcido empleado y la concentracién de la solucién (Pérez, 2016).
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Figura 9. Superficie de la aleacion Ti6Al4V tras sufrir el tratamiento de ataque dcido (x2000).
Fuente: Servicio de Microscopia Electronica (UPV), 2020.

2.3.6. ANODIZADO

El proceso de anodizado genera peliculas de 6xido artificiales sobre las superficies
del titanio o aleacidén con un espesor mayor y mejores caracteristicas de proteccion. Esta
pelicula se consigue a partir de una serie de procesos quimicos y electroliticos, en los cuales
el oxigeno resultante de la disociacidn electrolitica del agua oxida el 4nodo.

El procedimiento consiste en sumergir las muestras en una disolucién dentro de una
celda electrolitica, en la cual habra reacciones en funcién del electrodo junto con un campo
magnético, éste ultimo serd el encargado del movimiento de difusiéon de los iones para
generar la pelicula de 6xido sobre la muestra. En este procedimiento intervienen diversos
factores, a partir de los cuales se generard una capa de 6xido de mayor o menor espesor,
como el electrolito elegido, la corriente, concentracion, temperatura o velocidad, entre otros.

Al generarse la capa de 6xido, se modificara la superficie de la muestra generando
microporos, aspecto que aportard propiedades beneficiosas para su implantacién, como la
resistencia a la corrosion, dureza y menor liberacion de iones al medio. El espesor de la
pelicula generada depende del voltaje que se le aplica a la muestra, y, cuanto més voltaje del
recomendado se aplique, mds posibilidades habra de que se rompa la capa superficial. Por
ultimo, tras aplicar este tratamiento superficial, en funcién del material de la muestra se
podran observar diferentes colores correspondientes a los diferentes voltajes aplicados
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(Figura 10), pues cuando interfiere la luz sobre la superficie de la muestra, las longitudes de
onda atravesardn la capa de 6xido permitiendo distinguir asi los colores. Los colores claros
corresponden a interferencias constructivas y los oscuros, a interferencias destructivas
(Espinosa et. al., 2006).
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Figura 10. Colores caracteristicos obtenidos después del anodizado del Ti.
Fuente: (Peérez, 2012).

2.3.7. NANOTUBOS

Actualmente, una de las técnicas que estdn en vias de desarrollo son los
recubrimientos que siguen una morfologia en nanotubos (Figura 11). Esta geometria es a
razén de que se reduce la concentracion de tensiones y mejora la adhesion. La principal
técnica empleada para conseguir nanotubos en la superficie del titanio y sus aleaciones es la
oxidacion electroquimica. La principal ventaja que presenta este tratamiento superficial es
que es posible aplicarlo a baja temperatura (Lario, 2019).

El procedimiento de esta técnica consiste en desarrollar una capa inicial de 6xido en
la superficie de la aleacién en cuestion. Esta capa se genera como consecuencia de una
diferencia de voltaje entre los electrodos, y, posteriormente, sufre un ataque quimico, el cual
provocard picaduras en la superficie de la aleacion. Estas picaduras evolucionarén a poros.
La morfologia y las dimensiones de los nanotubos dependerdan de los factores que
determinen el electrolito y la propia aleacién, como su composicion, concentracion o pH.
Asi pues, tras desarrollar los nanotubos se podran aplicar tratamientos superficiales sobre
ellos para tratar de mejorar la biocompatibilidad (Lario et. al., 2017).

Figura 11. Superficie de la aleacion Ti6AI4V tras sufrir el tratamiento de nanotubos.
Fuente: (Lario et. al., 2017).
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24.  TECNICAS Y METODOS DE
CARACTERIZACION SUPERFICIAL

La caracterizaciéon de superficies se basa en el estudio de las propiedades fisicas,
quimicas y morfoldgicas determinadas por unas condiciones concretas. Para obtener dicha
informacion, el estudio se basa en perturbar el material con una sefial para que la
manifestacion de esta perturbacidon permita conocer las propiedades del material estudiado.

El material original se transformard superficialmente con el objetivo de conseguir
unas propiedades determinadas. Por esta razon, las propiedades superficiales variaran mucho
en comparacion con el interior del material. Conociendo las propiedades superficiales serd
posible determinar su aplicacién, durabilidad, resistencia o tenacidad.

El presente proyecto pretende determinar qué tratamiento superficial facilita la
adhesion bacteriana y el efecto que ésta pudiese haber causado a la superficie una vez
adheridas. Es por ello por lo que las propiedades a estudiar serdn la estructura, el tamafio de
poro y la rugosidad (Dalmau et. al., 2019).

La superficie de la muestra es el interfaz con el que interactuardn tanto las células
como los microorganismos. Cuando se implanta la prétesis, las primeras moléculas que
interactuardn con la superficie serdn las de agua, desarrollando una monocapa o bicapa. La
interaccion de esta molécula dependerd del grado de mojabilidad del biomaterial. A
continuacion, se adherirdn los iones de sodio y cloro, luego se formard una capa de proteinas
sobre la superficie. En ese momento, en funcién de la capa proteica, se adheriran las células
y microorganismos presentes. La capa de proteinas puede alterar las propiedades
superficiales e incluso degradar el metal. Finalmente, se podrd desarrollar una capsula
fibrosa o se llevard a cabo el proceso de osteointegracion, que dependerd de la topografia y
rugosidad y composicién quimica, entre otros factores que no se estudiardn en el presente
proyecto.

En primer lugar, la composicion quimica superficial determinard qué biomoléculas
son capaces de interactuar con el material. Los cuatro tratamientos seleccionados (ataque
acido, anodizado, ataque 4cido y anodizado y nanotubos) desarrollan una capa superficial de
oxido estable en la superficie, este hecho facilita la adsorcién de proteinas, diferenciacion
celular, resistencia a la corrosion y al desgaste. Cuanto més gruesa sea esta capa de 6xido
mejor serd la respuesta dsea.

En cuanto a la topografia y rugosidad, éstas afectan directamente a la
osteointegracién. Cuanto mds rugosa sea una superficie, mayor serd su capacidad de
retencidn de microorganismos, ya que aumentard el drea de contacto, por lo que mejoraré la
energia superficial y, por tanto, la adhesion de proteinas, que afectard en consecuencia a la
osteintegracion (Won, 2017). Este es el interés de los tratamientos superficiales, pues
modificaré la topografia formando grietas, poros y rayas en la parte superior de la muestra.
Estas estructuras, en funcion de sus dimensiones, permitiran alojar microorganismos, los
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cuales se beneficiardn de ellas para adherirse, crecer, diferenciarse y desarrollar una
estructura bioldgica, modificando asi la topografia. Esta serd la razén del interés para
estudiar el efecto que el biofilm provoca a la superficie y viceversa (Bethencourt et. al.,
2010).

Para analizar los cambios superficiales existen multitud de técnicas para conseguir
las imdagenes bidimensionales o tridimensionales de la superficie analizada. Estos
rugosimetros pueden ser de contacto, como los perfilémetros, u &pticos, como los
perfilémetros Opticos, interferémetros Opticos, microscopia confocal o la microscopia
electrénica (FESEM, HRFESEM, CryoFESEM y AFM). Ya sea por una técnica o por otra,
es posible conseguir una representaciéon micrométrica de la rugosidad de la superficie, por
lo que se podré estudiar ésta sin emplear procesos destructivos. En lo relativo a la resolucion,
la microscopia electrénica y la microscopia de fuerza atdmica, son capaces de aportar
informacion a escala nanométrica, por lo que su resoluciéon es mucho mayor que la que
podrian ofrecer otras técnicas (Fort et. al., 2013).

Para cuantificar la rugosidad superficial se emplea el perfilometro, este instrumento
puede ser de contacto u optico.

El primer tipo, barre la muestra con una punta fina que estd en contacto con la
superficie a analizar. El barrido debe realizarse en linea recta para poder detectar las
variaciones verticales que haya en la muestra. Las variaciones se transformaran en sefales
eléctricas que quedaran registradas en una grafica. Hay que tener en cuenta las dimensiones
de la punta, pues cuanto mas pequefia sea ésta, mejor resolucion reflejard la grafica
resultante. Una vez conseguida la primera representacion superficial, ésta se filtrard para
eliminar los defectos que no sean propios de la superficie. Ademads, hay que tener en cuenta
que la presion ejercida sobre la superficie no debe alterar la muestra, por lo que se debe
controlar la carga (Hinojosa y Reyes, 2001).

El interferometro 6ptico es un instrumento empleado para el analisis topografico y
visualizacidn de estructuras tridimensionales, posee 1 nm de resolucion vertical y hasta 400
nm de resolucion lateral. El funcionamiento de este dispositivo consiste en un haz de luz
blanca que atraviesa un divisor de luz con tal de dirigirla por dos vias, la superficie de la
muestra y un espejo. Al recombinarse la luz de estas dos vias se formard un patron de
referencia, el cual estd formado por franjas y ondulaciones. El objetivo esta en lograr el
mayor contraste posible, pues es directamente proporcional a la resolucion resultante.
Posteriormente se capturara la imagen y se procesara con el software correspondiente
(Avilés, 2013).

En cuanto a la espectrometria, la técnica mds empleada para analizar superficies
metélicas es la Espectroscopia Electronica Auger (AES). Esta técnica consiste en
bombardear con un haz de electrones la muestra a analizar. Este haz ionizard los dtomos
debido a la pérdida de electrones, la superficie quedard en un estado inestable y ese exceso
de energia provocard que se emita un foton. Estos electrones liberados poseen una energia
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determinada en funcién del elemento en cuestion. Para realizar este procedimiento se
requiere de una cdmara de ultra-alto vacio, un caién de electrones y un dispositivo capaz de
medir la energia de los electrones liberados, ademds de un software junto con un monitor
para visualizar el resultado. Esta técnica presenta una excelente resolucién espacial, aunque
dependerd del didmetro del haz de electrones, se emplea para conseguir mapas de
composicion, que posteriormente se analizardn y cuantificaran (Feliu, 2016).

En primer lugar, la microscopia electrénica se basa en la difraccion, reflexion y
refraccion de la radiacion sobre la muestra, cuyo esquema se puede observar en la Figura
12. La microscopia electronica aumenta 1000 veces més que la dptica y con una mejor
resolucion. Existen dos tipos de microscopia electronica, pues se puede diferenciar en
transmision y barrido. El microscopio electrénico de transmision proyecta electrones sobre
la muestra y genera una imagen bidimensional, mientras que el microscopio electrénico de
barrido captard los electrones secundarios por medio de diferentes sensores, generando asi
una imagen tridimensional de alta resolucién, por lo que se podrd realizar andlisis
topografico, estructural y composicional.

De este modo, la técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM) se basa en
emitir un haz de electrones primarios hacia la muestra a analizar. En funcién del material de
la muestra, cuando impacten los electrones de alta energia, la muestra emitird sefales que
llegarédn a los diferentes sensores que analizardn esta variacion para aportar informacién
sobre la topografia y composicion de la muestra. Para conseguir formar una imagen, sera
necesario mover el haz sobre el plano de la muestra. Este tipo de microscopia es capaz de
aportar informacién topogréfica, morfoldgica, cristalografica y sobre la composicion
quimica y conductividad eléctrica (Cori, 2018).
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Figura 12. Funcionamiento del SEM.
Fuente: (Almagro, 1999).
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Al interactuar el haz primario con la superficie, se generan emisiones de diferentes
electrones como los electrones secundarios, retrodispersados, absorbidos y los rayos X,
como aparece en la Figura 13. Estas emisiones dependeran de la topografia, composicién y
estado de la superficie analizada.
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Figura 13. Emisiones tras la incidencia del haz primario en la muestra. Fuente: (Pardell, 2020).

En cuanto a los electrones secundarios, éstos conservan practicamente la misma
trayectoria, aunque pierden algo de su energia original. Por tanto, se transferird energia a la
muestra y devolvera el electrén al medio con una energia menor de 50 eV. Se absorben
facilmente por el material, por los que los captados por los sensores serdn los que se generen
mads cerca de la superficie. En caso de que el electron emitido fuese de un orbital mayor, se
generaria un rayo X procedente de esa transicion de energia. Estos electrones se empleardn
para obtener una imagen, ya que ayudardn a analizar la topografia de la superficie

Respecto a los electrones retrodispersados, modificaran su trayectoria respecto al haz
incidente y, ademds, cuentan con una energia entre 50 eV y la del haz primario, razén por la
cual penetrardn mds facilmente en la muestra. Esta energia variard en funcién de la
composicién de la superficie y la topografia. Estos electrones se analizan para aportar
informacion sobre la composicion superficial.

En lo relativo a los rayos X, estos aparecen tras expulsar al electrén que se encuentre
en orbitales mds internos del 4&tomo, este hueco serd ocupado por un electréon de una 6rbita
superior, de modo que se generard un fotén, que es la diferencia energética entre dos
orbitales. Este es el motivo por el cual los rayos X poseen practicamente la misma energia
que el haz incidente. El andlisis de este elemento se emplea para generar mapas sobre la
distribucién elemental de la muestra.

La energia con la que se analiza la muestra determinard la calidad del andlisis, pues
si disminuye la diferencia de potencial, se acelerardn menos los electrones, por lo que el haz
incidira superficialmente.

El didmetro de la sonda o haz puede variarse alterando la corriente de la lente

condensadora, permitiendo una mayor resolucion, una cierta disminucién de la aberracion
de las lentes y una menor corriente de sonda (Pardell, 2020).
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Gracias a la Microscopia Electrénica de Barrido es posible visualizar la topografia y
el relieve de la muestra analizada. Al emplear muestras de Ti6Al4V no serd necesario
metalizar la cara externa de la muestra para que sea posible la conduccién de la radiacién de
electrones sobre la superficie, de modo que no serd una técnica destructiva con nuestra
muestra debido a que son piezas pequenas. En cuanto a los sensores, lo ideal seria mezclar
tanto sensores de electrones secundarios, como de electrones retrodispersados, ya que
permite el estudio de fracturas o poros superficiales. La ventaja de este tipo de microscopia
es que es capaz de llegar a observar tanto a escala micrométrica como nanométrica. En el
proyecto se emplearan diferentes tipos de microscopios electrénicos de emisién de campo
(FESEM), pues es capaz de captar detalles superficiales topograficos y morfolégicos (Fort
et.al., 2013).

En primer lugar, el Microscopio Electrénico de Barrido de Emisiéon de Campo
(FESEM), aporta informacién sobre la superficie de la muestra con més resolucion y energia
que un microscopio SEM. Su funcionamiento consiste en emitir un haz de electrones sobre
la muestra a analizar a la vez que en una pantalla se observard la informacién captada por
los sensores disponibles en la propia lente. Este tipo de microscopios emplean un cafién de
emision de campo para generar un haz de electrones de alta y baja energia que estdn muy
focalizados, aspecto que afecta a la resolucion espacial, ademds de que permite emplear
potenciales menores (0,02 — 5 kV).

El Microscopio Electrénico de Barrido de Alta Resolucion (HRFESEM) permite
caracterizar la topografia, composicion, textura, cristalografia y conductividad de la
superficie de una muestra. Trabaja de igual modo que el SEM, pero maximiza la resolucién
espacial debido a la diferencia de potencial, ya que se sitda en un rango de voltaje entre 1 y
30 kV. Ademads, habitualmente las superficies metélicas necesitan un haz de electrones entre
7y 9 kV, sin embargo, la muestra de Ti6Al4V, necesitard al menos 10 kV para obtener una
imagen con la resolucién adecuada.

Por otra parte, el Microscopio de Fuerza Atémica (AFM), cuyo esquema aparece en
la Figura 14, es capaz de aportar imdgenes tridimensionales en tiempo real de la muestra
que se esté analizando. Este instrumento se basa en una punta, un escdner un detector,
sistema de control electrénico y de aislamiento contra la vibracion. Este microscopio es
capaz de abarcar 100 micras en movimiento lateral y un desnivel de 10 micras. El AFM
monitorea la superficie de la muestra a analizar con una punta al final de una viga en
voladizo. En funcién de la fuerza ejercida entre la punta y la muestra, se reflejard en la viga
(cantilever), por lo que un sensor captard esta deflexion y generard una micrografia de la
superficie de la muestra (Reséndiz y Castrellon, 2005).
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Figura 14. Funcionamiento del AFM. Fuente: (Reséndiz y Castrellon, 2005).

Ahora bien, pese a la multitud de ventajas que presenta estas técnicas, también
cuentan con una serie de limitaciones, las cuales determinaran si es necesario emplear otras
técnicas para obtener mas informacion. En primer lugar, la microscopia electronica impide
analizar muestras in vivo, pues es necesario estudiarlas en vacio. Ademas, sélo se obtendran
imagenes en escala de grises. En muchas ocasiones, puede haber artefactos en la muestra
que se veran reflejados en el resultado final. También, cabe destacar que es necesario que la
informacion de la muestra sea tratada por un experto en microscopia electronica, pues es un
proceso complicado (Davey, 2019).

En lo relativo a técnicas para visualizar superficies con organismos in vivo, se
emplean habitualmente dos técnicas, la microscopia confocal y el CrioFESEM.

Respecto a la microscopia confocal, ésta emplea el laser como fuente luminosa. El
mecanismo se basa en que la luz del laser atraviesa un diafragma o pinhole en el filtro
detector de la luz, el cual impide que incida cualquier otro tipo de luz que no sea la
procedente del foco. Este detector multiplica la corriente de la luz emitida, por lo que es més
facil detectar los fotones individuales y las moléculas fluorescentes de interés de la muestra.
Este tipo de microorganismos se controlan a través de un software, de modo que mostraran
la imagen en un monitor, por lo que ofrece multitud de posibilidades en cuanto al tratamiento
de la imagen. En cuanto a la ventaja que presenta este tipo de microscopia, se encuentra el
nimero de cortes que es posible analizar de una misma muestra y la posibilidad de construir
la imagen a partir de toda la informacion recogida de diferentes planos. Ademas de garantizar
una gran resolucion espacial. La microscopia confocal permite estudiar la expresion de
biomoléculas en una muestra, asi es posible captar actividades enzimaticas, reacciones de
oxidacion o union entre células, entre otras funciones. Para poder observar la muestra
biologica, ésta no debe ser muy gruesa y tiene que estar marcada con moléculas fluorescentes
(Lopez et. al., 2016).

La otra técnica para estudiar la superficie de una muestra in vivo es la microscopia
CrioFESEM. Este instrumento crioinmoviliza las muestras, a temperaturas de nitrégeno
liquido (-130 °C). Una vez sumergidas en éste, se analizard la superficie con un Microscopio
Electrénico de Barrido de Emision de Campo de Alta Resolucion (FESEM). Este tipo de
microscopia permite detectar estructuras concretas en el glucocdlix de las células o
microorganismos adheridos a la superficie de la muestra (Erlandsen et. al, 2001).
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Como resultado del desarrollo de un biofilm, la actividad microbiana en superficies
metalicas suele provocar el deterioro metalico, el cual es conocido como biocorrosion. Este
fendmeno ocurre debido a la accion de un grupo de microorganismos, o bacterias en este
caso, que se han adherido a la superficie metalica. La actividad de este tipo de
micoorganismos junto con la difusiéon molecular necesario, genera gradientes de metabolitos
entre las bacterias y la superficie, por lo que se desarrollan relaciones y consorcios
metabolicos que, al acentuarse conforme crece el biofilm, provocaran el deterioro del
material con el tiempo. Entre las sustancias y metabolitos que segregan, la formacion de
acidos volatiles incrementa la tasa de corrosion y la heterogeneidad del recubrimiento en
ambientes oxigenados pueden acentuar el ataque local del metal al generarse celdas de
aireacion. El resultado de estos ataques a la superficie puede generar como resultado
picaduras, cambios en el grosor del 6xido y manchas superficiales. Como se ha explicado
previamente, la adhesion dependera de la facilidad que tengan las bacterias para sobrevivir
en la superficie, la cual variara en funciéon del tratamiento superficial aplicado, en
consecuencia, cada tratamiento se vera en mayor o menor medida afectado por la accion
bacteriana (Bethencourt et. al., 2010).
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25. BIOFILM

2.5.1. INTRODUCCION

Los biofilms o biopeliculas son congregaciones heterogéneas de diferentes
microorganismos sobre una superficie, donde desarrollan una matriz extracelular de
polisacdridos, proteinas y ADN. Los biofilms son un mecanismo de supervivencia que
desarrollan ciertos microorganismos con tal de garantizar su supervivencia y crecimiento.
La matriz extracelular serd una barrera fisica contra aquellos agentes que pudiesen afectar a
los microorganismos que la constituyen.

Los microorganismos capaces de crecer en forma de biofilm son bacterias, hongos y
levaduras, en el presente trabajo nos centraremos en las bacterias Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, pues son las bacterias mds comunes en infecciones hospitalarias.
Al asociarse las bacterias y desarrollar el biofilm sobre la superficie protésica, estos
organismos consiguen 1.000 veces mds resistencia y tolerancia contra el sistema inmunitario
del huésped y los antibidticos (Kumar et. al., 2017).

Los biofilms son elementos que podrian alterar la evolucién de la integracion,
pudiendo incluso provocar el rechazo del implante en el organismo y, por tanto, obligando
a una nueva intervencion con el fin de extraerla. Debido a su tolerancia y resistencia a los
tratamientos antimicrobianos, es necesario aplicar una combinacion de diferentes terapias
para tratar de acabar con la infecciéon definitivamente (Koo et. al, 2017). Los
microorganismos culpables de provocar la infeccién pueden adherirse en la superficie
debido a que entran en contacto directo con €sta o porque son transportados desde un foco
infeccioso. Hay que tener en cuenta que las bacterias no son capaces de colonizar por si
mismas las superficies, por lo que serd necesario contar con colonizadores primarios, que
son los encargados de preparar la superficie generando una pelicula para ser capaces de
colonizarla posteriormente. Las células que forman parte de la biopelicula cuentan con un
fenotipo alterado, en comparacion con las de su misma especie que tienen vida libre, este
fenotipo afecta a la tasa de crecimiento y a su expresion génica (Lario, 2019), lo que afecta
a la eficacia del tratamiento antibidtico.

2.5.2. INFECCION PROTESICA

Segiin los datos del Instituto Nacional de Salud, el 60% de las infecciones
microbianas se producen por el desarrollo del biofilm. Este dato provoca que se incremente
el gasto sanitario para paliar la enfermedad (Zambrano y Sudrez, 2006).

Los biofilms en implantes médicos pueden desarrollarse al haberse puesto en
contacto los materiales con focos donde habiten microorganismos, como puede ser el propio
paciente, personal sanitario o del propio ambiente, aunque también puede producirse por una
infeccion de la herida. Una vez los microorganismos se han adherido a la superficie del
implante y, por tanto, se comienza a desarrollar el biofilm y se convierte en una fuente de
infeccion. Este proceso se debe a que la biopelicula libera endotoxinas, grupos de bacterias
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para seguir colonizando nuevas superficies e incluso desarrollan bacterias mds resistentes a
los antibidticos (Lasa, 2005).

2.5.3. COMPOSICION Y ORGANIZACION DEL BIOFILM

De la estructura del biofilm, a lo sumo, el 20% del volumen de ésta seran las
bacterias. El 80% del volumen restante lo ocupa la matriz extracelular, la cual estd formada
mayoritariamente por agua. Ademads, su composicién se basa en polisacdridos, que se
producen por los propios microrganismos. Junto a los polisacédridos, también se encuentran
proteinas y 4cidos nucleicos, entre otros componentes que provienen de la lisis de las
bacterias. Estos componentes son las sustancias poliméricas extracelulares. A parte de éstas,
es posible encontrar iones, sales minerales, particulas de corrosiéon o sedimento, estas
particulas pueden dotar a la matriz de capacidad para interactuar con antimicrobianos, por
lo que protegeria a las bacterias de su efecto. La produccion de sustancias poliméricas
extracelulares dependerd del ambiente en el que se encuentren.

En lo relativo a la estructura, la matriz no forma un complejo sélido. Las bacterias
que forman el biofilm se apilan unas sobre otras, de modo que formaran torres sobre las
bacterias que estdn adheridas a la superficie del implante. Al estar unas sobre otras, se
formardn canales entre bacterias para garantizar que todas reciben oxigeno, nutrientes y agua
necesarios para su supervivencia, estos canales garantizan el correcto funcionamiento del
metabolismo de todas las bacterias.

La estructura del biofilm no es homogénea, pues en funcién de la profundidad o
ambiente, éste tendrd una composicion diferente, razon por la cual el metabolismo serd mas
activo en la superficie de la estructura que en las capas méas profundas.

70 — 97 % de agua, 2 — 5 % microorganismos y 1 — 2 %

COMPOSICION e . . .

exopolisacdridos, proteinas y dcidos nucleicos.

Adherencia, resistencia a los antimicrobianos, proteccion frente
PROPIEDADES a los anticuerpos y la fagocitosis, mayor capacidad para captar

nutrientes, crecimiento ralentizado, comunicacion
interbacteriana y heterogeneidad.
ARQUITECTURA Compleja, moldeable, sistemas de canales y microambientes.

Industria Contaminacién o biofouling
Medio Ambiente Biorremediacion
L1 1, LG KO, Biocontrol
Salud humana Papel protector
Infeccién

Tabla 2. Caracteristicas y composicion de los biofilms. Adaptado de (Domenech, 2012).

44




Los microorganismos responsables de provocar la infeccién pueden adherirse a la
superficie debido a que entran en contacto directo con ésta o porque son transportados desde
un foco infeccioso, previamente serd necesario contar con colonizadores primarios para
preparar la superficie que las bacterias colonizardn posteriormente.

Asi pues, una vez puesto el implante en contacto con el entorno, se llevard a cabo la
carrera por la superficie, esto es una competicién entre las células encargadas de la
regeneracion tisular y las bacterias por conseguir adherirse a la superficie de la aleacion. Si
las células ganan terreno a las bacterias, el implante serd un éxito, sino podria haber una
infeccion que forzase a retirar la prétesis. Durante este proceso se desarrollan dos fases.

La primera fase es reversible y espontdnea, en ella participan las interacciones
fisicoquimicas entre la bacteria y la superficie de la muestra. En la fase uno, se atraerdn las
bacterias y, posteriormente, sufrirdn la adsorcidon y adherencia a la superficie. Las fuerzas
que participan son las fuerzas de Van der Waals, los movimientos Brownianos, fuerzas
gravitacionales, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y electrostéticas. A su vez,
el movimiento de las bacterias se puede dirigir en funcién del gradiente de concentracion o
por la motilidad direccional. Ademds, cabe destacar que las bacterias encuentran el medio
acuoso mucho mds afable para su crecimiento, pues acumulan los nutrientes que necesitan
en las superficies, aspecto que facilita su supervivencia y desarrollo.

Por otro lado, la segunda fase posee un tiempo dependiente e irreversible, pues ya
intervienen las interacciones celulares y moleculares (cdpsula, fimbrias, pili y slime, entre
otros) desarrollado entre el tejido y el material. El tipo de unién de la bacteria a la superficie
dependerd de la hidrofobicidad y de la cantidad de adhesinas en las fimbrias. A mads
adhesinas, mayor virulencia, por lo tanto, las bacterias permanecerdn y se desarrollardn mas
en el huésped (Pérez, 2014).

Una vez las bacterias han conseguido llegar a la superficie del implante, éstas
comienzan a diferenciarse incrementando asi su tasa de crecimiento. Llega un punto en el
que el sistema inmunitario del huésped no es capaz de eliminar las bacterias, por lo que
finalmente genera un biofilm o biopelicula que los antibidticos son incapaces de eliminar.
Los biofilms son los responsables de las infecciones crénicas y los fallos del implante, ya
que estd intimamente relacionados con la osteointegraciéon. Ademds, cabe destacar, que las
cepas capaces de resistir a los antibidticos no se pueden tratar una vez estén adheridas a la
superficie del implante (Lario, 2019).

Los factores que afectan al ritmo de crecimiento de las bacterias son: la naturaleza
de la cepa, el tipo de unidn, la hidrofobicidad, el medio de cultivo, fase de crecimiento, el
tiempo de exposicion, la temperatura, la concentracion bacteriana y la superficie a colonizar.
Respecto al ultimo factor, cabe destacar que la rugosidad es una caracteristica muy
importante para este proceso, pues a mayor rugosidad, las células dispondran de mayor drea
superficial, por lo que tendrdn mds espacio para colonizar.
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La formacién de la biopelicula estd basada en tres fases, como muestra la Figura 15:
fijacién, maduracion y dispersion.
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Figura 15. Resumen para el desarrollo del biofilm. Fuente: (Domenech, 2012).

La fijacion es la primera etapa y ésta es una carrera por la superficie mediante las
fuerzas hidrodindmicas y el movimiento Browniano, en la que si la bacteria se adhiere a la
superficie de la prétesis o muestra.

Durante la segunda fase, la maduracion, al estar con el medio adecuado para su
desarrollo, las bacterias comenzardn a dividirse y acumularse en la superficie formando
microcolonias. A la vez que se forman estos agrupamientos, se ird desarrollando una matriz
extracelular (ECM) que serd la estructura a partir de la cual se desarrollard una arquitectura
tridimensional. Mientras se estd formando esta ECM, las bacterias hijas pueden desprenderse
de la estructura, por lo que se segregardn proteinas extracelulares para asegurar la estabilidad
de la biopelicula. Esta ECM es un complejo a gran escala de quorum sensing, ya que protege
a las bacterias inferiores, pero a su vez es capaz de establecer canales de comunicacion entre
la superficie y el medio.

Finalmente, en la fase de dispersion, una vez se alcanza una densidad celular
especifica, se comenzard a degradar la ECM para poder liberar bacterias de la biopelicula al
medio y que asi se pueda desarrollar otra microcolonia en otro sustrato. Se activa un
mecanismo para iniciar la degradaciéon de ECM que libera células incrustadas dentro de la
biopelicula para dispersarse y reiniciar el desarrollo de la biopelicula en los sitios distales
(Roy et.al., 2018).

46




2.54. PREVENCION Y TRATAMIENTO

Para prevenir la posible infeccion protésica es necesario la quimioprofilaxis
quirurgica y del personal, ademas de intervenir al paciente en un quiréfano con flujo laminar.
Para evitar una infeccion una vez realizada la intervencion se tratara de encontrar un
diagnostico precoz mediante extracciones o sondajes, entre otros.

En cuanto al tratamiento, inicialmente se suministra tratamiento antibiotico sistémico
para evitar que haya propagacion de bacterias por el torrente circulatorio, éste sera de amplio
espectro, que se ird especificando en el momento en el que se identifique la naturaleza del
microorganismo que ha provocado la infeccion (Lasa, 2005).

Sin embargo, para eliminar las biopeliculas al final lo mds eficaz es el reemplazo de
los implantes contaminados y la inhibicién del quorum sensing, el cual se trata de un
mecanismo de comunicacién entre los individuos para desarrollar acciones en conjunto y asi
favorecer a toda la colonia bacteriana (Roy et. al., 2018). Asi que se sometera al paciente a
una terapia antimicrobiana agresiva y una intervencion quirdrgica en la que se retiraran los
implantes y tejidos infectados (Lasa, 2005).

El hecho de volver a intervenir a un paciente debido al fallo de la prétesis se
encuentra principalmente debido a apantallamiento de tensiones, desgaste, corrosion, baja
tasa de osteointegracion o infeccion, siendo la dltima razén la mas frecuente. La principal
razon de una nueva intervencion quirdrgica es el fallo de la prétesis. A su vez, si la tasa de
osteointegracion es demasiado baja puede ocurrir una colonizaciéon bacteriana, afectando
tanto a la superficie protésica como a los tejidos adyacentes. Esto podria dificultar la accién
de los antibidticos y acabar ocasionando osteomelitis, la cual es una infeccion subita (Pérez,
2014).

Actualmente se estdn tratando de desarrollar recubrimientos de nanotubos de 6xido
de titanio que contengan antibidticos o bactericidas para evitar la posible adhesién y
proliferacion bacteriana durante el proceso de implantacion de la prétesis. La capacidad de
los nanotubos dependera principalmente de su morfologia, la cual es modificable con el
tratamiento de anodizado electroquimico (Lario, 2019). También se trabaja para conseguir
implantes inteligentes que sean capaces de detectar patdgenos e impedir la infeccion (Lasa,
2005).
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2.5.5. TIPOS DE BACTERIAS

Muchas especies de microorganismos son capaces de desarrollar sobre las superficies
biofilms infecciosos. Las especies de bacterias mas comunes que suelen desarrollar
biopeliculas son las especies Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Enterococcus spp,
Escherichia Coli y Pseudomonas spp. En lo relativo a las especies fingicas, éstos también
son capaces de desarrollar biopeliculas, la infeccion suele ocurrir debido a que este tipo de
microorganismos se encuentran presentes en el medio hospitalario. Asi pues, las especies
mas comunes son las Candida spp, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii y
Aspergillus  spp, Pneumocystis, Coccidioides, Zygomicetos, Blastoschizomyces,
Saccharomyces, Malassezia 'y Trichosporon (Castrillon et. al. 2013).

2.5.5.1. BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM NEGATIVAS

2.5.5.1.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA
Las P. aeruginosa se trata de una bacteria mdvil aerobia con forma de bacilo y

gram negativo. Morfolégicamente poseen una longitud entre 1 y 3 um con una anchura
entre 0’5 y 1 um. Estas bacterias suelen presentarse en colonias aplanadas, lisas y con
bordes en sierra. Se trata de bacterias con movimiento, debido a que poseen un flagelo, el
cual les ayuda tanto a desplazarse como a adherirse a la membrana celular. Esta bacteria es
posible localizarla en el agua, suelo y en los recintos hospitalarios, razén por la cual puede
contaminar a ciertos pacientes que entren en contacto con ella, se trata de uno de los
patégenos oportunistas mas comunes en los seres humanos.

Sufren alteraciones genéticas y fenotipicas, por lo que existen multitud de
morfologias, las cuales variardn en funciéon de dénde se localicen dentro del individuo.
Ademads, es capaz de sobrevivir en ambientes hasta 42 °C y ricos en sales.

Se reproducen por biparticién, como la mayoria de las bacterias. P. aeruginosa se
puede encontrar en hospitales, profesionales y material quirtrgico, por lo que este hecho
explica su facilidad para infectar pacientes. Para ello, es necesario que exista contacto directo
alguna herida o debilitamiento de la piel. También es posible contraer esta infeccion a partir
del sistema respiratorio y digestivo, por aspiracién o ingestiéon de fluidos contaminados
(Vilar et. al., 2018).
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2.55.2. BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM POSITIVAS

255.2.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Las bacterias del género Staphylococcus son cocos gram positivos y anerobias
facultativas. Morfoldgicamente poseen un didmetro de 0’5 a 1’5 um. Este tipo de bacterias
pueden presentarse aisladas o en grupos, formando cadenas. Se trata de bacterias que carecen
de movimiento, sin cdpsula y no esporuladas. Dentro de este género, es posible encontrar
hasta 32 especies, en las cuales hay 16 de ellas que estdn presentes en la microbiota de la
piel o en las mucosas de los seres humanos. Pueden ser especies patogenas si el huésped
padece inmunosupresion.

Es una bacteria oportunista que se encuentra en la microflora humana.
Habitualmente, esta bacteria coloniza la mucosa nasal. S. aureus es de las especies menos
infecciosas, pero puede producir multirresistencia a los antibidticos, cabe destacar, que
debido a este hecho actualmente han remergido las infecciones de esta bacteria.

Para identificar este microorganismo se realizan pruebas sanguineas, de tejidos,
liquidos o abscesos. Posteriormente se emplea la tincion de Gram para identificar el tipo
celular (Cervantes et. al., 2014).

La colonizacién por parte de esta especie comienza, habitualmente, en las fosas
nasales. La bacteria consta de adhesinas superficiales y factores de virulencia que permiten
la colonizacién nasal. Las adhesinas, junto a los dcidos teicoicos, permiten que la S. aureus
se una a proteinas de la matriz del huésped (Rodriguez et. al., 2015).

Estas son las razones de interés de los objetivos planteados previamente.
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3. MATERIALES Y METODOS

A pesar de que no se ha podido realizar la parte practica debido a la crisis del Covid-19,
en el siguiente apartado se especificardn tanto los materiales como los métodos necesarios
para desarrollar el proyecto que se plantea.

3.1. PLANIFICACION DEL PROYECTO
Para una mejor comprension, en la siguiente figura se esquematizan las fases y etapas de
que se seguirdn para desarrollar correctamente el proyecto que se plantea.

Fase 1:
Elaboracion de Etapa 1:
las muestras. | [ Ataque 4cido.
Etapa 2:
Fase 2: | Anodizado.
Aplicacion de

los tratamientos [ |

superficiales. Etapa 3: Ataque

] acido y anodizado.

Etapa 4:
Nanotubos.

Etapa 1:
Perfilometria.

Etapa 2: Microscopia
Electrénico de Barrido de
Emisién de Campo

Fase 3: (FESEM).
Caracterizacion
superficial [
(metalografico).

Etapa 3: Microscopia
Electrénico de Barrido de
Emisién de Campo
(HRFESEM).

Etapa 4: Microscopia de
Fuerza Atémica.

Etapa 1: Extraccién de
bacterias Staphylococcus
aureus y Pseudomonas
aeruginosa.

sobre muestras de Ti6Al4V sometidas a
diferentes tratamientos superficiales

Evaluacion del crecimiento de bacterias

Fase 4: Cultivo
bacteriano. Etapa 2: Siembra de
StapZylococcus aureus y

0

Pseudomonas aeruginosa
sobre las muestras de la
aleacion.
Etapa 1:
Fase 5: Microscopio
Caracterizacién confocal.
superficial
(biolGgico). Etapa 2:
CryoFESEM.
Fase 6: Analisis
de los
resultados.

Figura 16. Esquema para la planificacion del proyecto.
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3.2. ELABORACION DE LAS MUESTRAS
El objetivo es conseguir un total de 96 muestras de aleacion Ti6Al4V cuyas
dimensiones son 20 x 2 mm. Estas 96 muestras se dividirdn posteriormente en cuatro grupos,
pues a cada uno se le aplicard un tratamiento superficial diferente.

Las muestras fueron suministradas por Zimmer Biomet. Estos produjeron los 96
discos de Ti6Al4V a partir de una barra de aleacion, la cual se modificard por medio del
torneado, proceso que consiste en arrancar viruta hasta lograr las dimensiones deseadas.

La maquinaria necesaria ser4:
- Torno CNC.
- Midquina de corte Struers Accutom-5.
- Midquina de desbaste Knuth-Rotor 3.
- Pulidora semiautomatica Labopol-5 de Struers.
- Microscopio 6ptico.
- Maquinaria de secado.

Los materiales empleados seran:
- Barra de titanio Ti6Al4V, cuya composicion se especifica en la norma ASTM F-136.
- Agua oxigenada.
- Alcohol etilico (96 °).
- Agua destilada.
- Papel de lija de tamano de grano 220, 500 y 1000.
- Paiio para abrasivo fino.
- Paiio para abrasivo grueso.
- Suspension de diamante de 9 um.
- Suspension de silice coloidal de 0°05 um.

Para elaborar 96 discos de Ti6Al4V, se parte de una primera barra de dicha aleacién,
cuya composicion se especifica a continuacion.

Composicion de la aleacion Ti6Al4V
Elemento Al A\ Fe C (0 N H Ti

9 enpeso | 5’5-6’5|3’5-4’5[0°25{0°08 | 0’13 | 0’05 | 0’012 | El resto
Tabla 3. Composicion de la aleacion siguiendo la norma ASTM F-136.
Adaptacion de (Perlines, 2019).

La barra sufrird un proceso de cilindrado por medio de un torno. Para ello, se debe
fijar la barra en la mordaza, de forma que se encuentre perpendicular a la herramienta de
corte. Una vez fijada la barra, se mueven los carros para colocar la herramienta de corte
sobre la superficie de la barra. Se introducen los pardmetros (velocidad de giro, velocidad
de avance y dngulo de la herramienta de corte) en el software del torno. La barra comenzara
a girar sobre su propio eje de rotacién, de modo que la herramienta de corte arrancara viruta
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logrando asi las dimensiones que se desean (20 mm). Durante este proceso, se generard calor,
ya que la aleacion de titanio es un mal conductor de éste, por lo que mientras se corta serd
necesario suministrar grandes cantidades de refrigerante.

Una vez conseguida la barra con el didmetro deseado, se para la maquina y se suelta
la mordaza del torno al que estd sujeto la barra. El siguiente paso para conseguir los discos
es cortar el cilindro. Para ello dispondremos de una cortadora, en la que nuevamente se fijara
la barra a su mordaza, quedando perpendicular al eje de corte, donde se encuentra a la sierra.
Se mueve la hoja hasta el principio de la barra y se realiza un primer corte, esta pieza serd la
que se deseche. A partir de este corte, ya se realizardn cortes cada 2mm durante toda la
longitud de la barra, hasta conseguir 96 discos de aleacion cuyas dimensiones serdn de 20 x
2 mm.

En tercer lugar, las muestras obtenidas deberdn pasar por un proceso de desbaste.
Este trata de eliminar cualquier distorsién que se haya producido durante el proceso de corte.
Para realizarlo, serd necesario pasar la muestra por sucesivas lijas, cada vez de mayor
granulometria. Asi pues, se empleard la maquina de desbaste Knuth-Rotor 3, por lo que se
abrird la llave de paso de agua y se empezard con un disco de papel de esmeril 220. Se
enciende la maquina y una vez comience el disco a girar se colocard la muestra de Ti6Al4V
perpendicular a la superficie del papel esmeril, aplicando siempre la misma presidn para que
la superficie sea lo mas homogénea posible. Una vez conseguida dicha superficie, se
observard a microscopio Optico la muestra, una vez se verifique que las lineas de la lija sobre
la muestra son homogéneas, se repetird el proceso anterior pasando a una lija de mayor
granulometria, primero 500 y posteriormente 1000. Cada vez que se vaya a pasar a una lija
de grano superior, serd necesario lavar la muestra con agua destilada, sumergirla en alcohol
y secarla con ayuda de un secador.

Finalmente, una vez desbastadas todas las muestras, el siguiente paso serd el pulido.
Para ello se empleard una pulidora semiautomatica Labopol-5 de Struers. En primer lugar,
la muestra sufrird un pulido grueso y, a continuacién, uno fino. Para el grueso, se colocaran
las muestras de titanio en el portamuestras, en este caso se empleard un pafio grueso al que
se le verterd suspension de diamante de 9 um. Para pulirlas, se enciende la méquina y se
mueven las muestras en sentido contrario al que gira el disco. Se apaga la maquina, se lavan
con agua y jabon, luego con agua destilada, se sumergen en alcohol y se secan con ayuda de
un secador. Para el pulido fino, se verterd una suspension de silice coloidal de 0’05 yum con
agua oxigenada sobre un pafio fino y se repetira el proceso anterior. Finalmente se volvera a
lavar con agua jabonosa, agua destilada, alcohol y se secard con secador.

El objetivo de esta etapa es conseguir 96 muestras de 20 x 2 mm que tengan una
superficie especular (Perlines, 2019).
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3.3. TRATAMIENTOS SUPERFICIALES QUE
APLICAR

De todos los tratamientos superficiales explicados en el estado del arte, en el presente
proyecto sélo se aplicarian cuatro, los cuales serian: ataque dcido, anodizado, ataque acido
con anodizado y nanotubos.

3.3.1. ATAQUE ACIDO
El primer lote de muestras se sometera a ataque 4cido.

La maquinaria y fungible necesarios ser4:
- Limpiadora por ultrasonidos.
- Recipiente.

Los materiales empleados seran:
- Acetona.
- Alcohol etilico (96 °).
- Agua destilada.
- 100 ml de solucién de acido clorhidrico (HCI).
- 100 ml de solucién de acido sulftrico (H,SO,).
- Probetas de Ti6Al4V.

El primer paso de este tratamiento superficial consiste en limpiar las muestras
mecanizadas durante 15 minutos por ultrasonidos con acetona. A continuacion, se limpiardn
con alcohol durante 20 minutos y agua destilada durante otros 20 minutos para eliminar
cualquier impureza que pudiese haber en la superficie de la probeta de Ti6Al4V.

Una vez limpias, se prepara una mezcla con 100 ml de dcido clorhidrico y 100 ml de
acido sulftrico, y se sumergen las muestras en dicha mezcla durante 2 h a temperatura

ambiente.

El objetivo es acabar con una muestra cuya superficie presente irregularidades, como
poros y crestas, aumentando la rugosidad y drea de adhesion (Pérez, 2016).
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3.3.2. ANODIZADO
El anodizado se aplicard sobre el segundo lote de muestras.

La maquinaria necesaria ser4:
- Limpiadora por ultrasonidos.
- Celda electroquimica.
- Fuente DC Power Supply SM 400 - AR — 8.
- Maquinaria de secado.

Los materiales empleados seran:
- Solucién de bérax con trifosfato de sodio.
- Agua destilada.
- 150 ml de acido nitrico (HNOs) al 70%.
- 10 ml de acido fluorhidrico (HF) al 40%.
- Solucién de acido sulfirico (H,SO,) 1M.
- Alcohol etilico (96 °).
- Probetas de Ti6Al4V.
- Placas de acero inoxidable.

Partimos de muestras que tienen una superficie cuya apariencia es especular. El
anodizado es el proceso por el cual se modificara la superficie de la muestra generando una
capa de 6xido sobre ella. El primer paso consiste en limpiar la superficie de las probetas de
aleacion, tanto de grasa como de 6xido. Para ello se colocan en la limpiadora por ultrasonidos
con una solucién de bérax con trifosfato de sodio.

Una vez que las piezas se han limpiado, sufrirdn un proceso de decapado
sumergiéndolas en una solucién con 150 ml de 4cido nitrico y 10 ml de dcido fluorhidrico
durante 2 minutos, luego se enjuagardn con agua destilada y se colocardn en la celda
electroquimica con una solucién de 4cido sulftirico 1M. Para montar la celda, el 4nodo serdn
las muestras de Ti6Al4V y el citodo serd una placa de acero inoxidable, dejando una
distancia de 20 cm entre ambos electrodos. Se conectard la fuente de tensién con un voltaje
de 18V durante un periodo de 15 minutos. Finalmente, se apagard la fuente de tension y las
muestras se lavardn con agua destilada, alcohol etilico y se secardn en el equipo de secado.

El objetivo de esta etapa es conseguir que las muestras hayan cambiado de color, en

funcién del voltaje y tiempo de aplicacion, con una capa de 6xido continua cuyo espesor
oscile entre 5 nm y 1 um, porosa y adherida a la muestra (Espinosa y Jaimes, 2006).
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3.33. ATAQUE ACIDO Y ANODIZADO
El tratamiento superficial de ataque dcido y posterior anodizado se aplicard sobre el
tercer lote de muestras.

La maquinaria necesaria serd:
- Celda electroquimica.
- Limpiadora por ultrasonidos.
- Recipiente.
- Fuente DC Power Supply SM 400 - AR — 8.

Los materiales necesarios seran:
- Acetona.
- Alcohol etilico (96 °).
- Agua destilada.
- 100 ml de solucién de acido clorhidrico (HCI).
- 100 ml de solucién de acido sulftrico (H,SO,).
- Solucién de bérax con trifosfato de sodio.
- 150 ml de acido nitrico (HNOs) al 70%.
- 10 ml de acido fluorhidrico (HF) al 40%.
- Solucién de acido sulfirico (H,SO,) 1M.
- Probetas de Ti6Al4V.
- Placas de acero inoxidable.

El primer método que se aplicard sobre las muestras sera el ataque acido, luego el
anodizado. Asi pues, el primer paso sera limpiar las muestras, las cuales se introduciran en
una limpiadora por ultrasonidos de acetona durante 15 minutos, se sumergiran en alcohol
etilico durante 20 minutos y, finalmente, se volveran a sumergir en agua destilada durante
otros 20 minutos. Una vez limpias, se preparara la solucién acida con 100 ml de 4cido
clorhidrico y otros 100 ml de 4cido sulftirico. Las muestras se sumergiran en dicha solucién
durante 2 horas (Pérez, 2016).

Una vez pasadas las dos horas, las muestras se sacardn de la solucién y pasarén de
nuevo a la limpiadora por ultrasonidos junto con una solucién bérax con trifosfato de sodio.
Las probetas se sumergirdn en 150 ml de 4cido nitrico con 10 ml de &4cido fluorhidrico
durante 2 minutos, se enjuagan con agua destilada y se introducirdn en la celda
electroquimica con una solucién de dcido sulfirico IM. El dnodo es la muestra en cuestion
y el catodo es una placa de acero inoxidable, ambos electrodos estdn separados 20 cm. Se
conectard la fuente de tension a 18V durante 15 minutos. Por dltimo, pasado este tiempo, se
apaga la fuente, se lavan las muestras de nuevo con agua destilada y alcohol etilico, y se
secan en el equipo de secado. El objetivo de esta etapa es conseguir muestras porosas debido
a la capa de 6xido que se genera en su superficie y con otro color debido a la aplicacion de
voltaje. (Espinosa y Jaimes, 2006).
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3.3.4. NANOTUBOS
La formacion de nanotubos se aplicard en el cuarto lote de muestras.

La maquinaria necesaria ser4:
- Agitador.
- Pulidora semiautomatica Labopol-5 de Struers.
- Celda electroquimica.
- Maquinaria de secado.
- Limpiadora por ultrasonidos.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas de Ti6Al4V.
- Papel de lija de tamano de grano 220, 500 y 1000.
- Detergente.
- Agua.
- Agua desionizada.
- Solucién de 4cido fluorhidrico (HF) (48% en peso).
- Solucién de acido nitrico (HNO3).
- Agua destilada.
- Malla de platino.
- Solucién acido sulfirico (H,SO,) 1M.

Partimos de una superficie mecanizada, asi que en primer lugar se pulirdn las
superficies con lijas de SiC de tamafio de grano 220, 500 y 1000. A continuacién, se lavaran
las muestras con detergente, agua y agua desionizada. El siguiente proceso es el pulido
quimico, para el cual se empleard una mezcla de HF, HNO; y agua, manteniendo la relacion
de volumen 1:4:5. Se sumergirdn las muestras en esta mezcla durante 5 minutos a
temperatura ambiente y con una agitacion continua de 400 rpm. Una vez pasados los 5
minutos, se enjuagaran con agua destilada y se secardn en el equipo de secado.

Se obtiene asi una superficie cuya rugosidad es inferior a los 100 nm. Asi pues, para
formar los nanotubos superficiales, se colocardan las muestras en la celda electroquimica,
cuyo electrolito es H,SO, 1M y 0’15% de HF siendo la muestra el 4&nodo y la malla de platino
el cétodo. Se aplicard una tensiéon de 20 V durante una hora (Ortiz, 2018).

Finalmente, se apagard la fuente de tension y se dejardn las muestras durante 15
minutos. Se neutralizard el electrolito que pudiese quedar en el interior de los nanotubos por
medio de una solucién de carbonato de sodio monohidratado 0’25 M, sumergiendo las
muestras en ella. A continuacién, se decapara la superficie mediante una mezcla de H;PO,
0’1 My un 0’08% de NaF, con tal de eliminar el 6xido que se pudiese haber originado. Por
ultimo, para eliminar la disolucién decapante y obtener muestras limpias, se volverd a
neutralizar las muestras y limpiaran con ultrasonidos con agua destilada durante 10 minutos.
El objetivo es obtener una superficie nanotubular lo mds homogénea posible (Lario, 2019).
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34. CARACTERIZACION METALOGRAFICA DE LA
SUPERFICIE

3.4.1. PERFILOMETRIA
Se tomardn 4 muestras de cada tratamiento superficial para realizar el andlisis
perfilométrico, es decir, se analizardn un total de 16 muestras.

La maquinaria necesaria ser4:
- Perfilémetro Alpha-Step D-500.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas con ataque 4cido.
- Probetas con anodizado.
- Probetas con ataque 4cido y anodizado.
- Probetas con nanotubos.

Las muestras de Ti6Al4V se colocan en el porta muestras y mediante el brazo del
interferémetro se colocan debajo de la fuente de iluminacién donde comenzaré a medirse la
topografia de ésta. Una vez el haz la haya recorrido, mediante el software y el monitor se
podrd decodificar y tratar la informacidn recogida, por lo que se formard una imagen. Este
proceso se repetird con las muestras seleccionadas de cada lote.

El objetivo es conseguir una imagen en la que se observen los cambios topogréficos
de las muestras, como aparece en la Figura 17y la Figura 18 (Sainz et. al., 1993).

0.9um
0.8um
0.7um
0.6um

0.5um

0.4pm
0.3pum
0.2pm
Figura 17. Representacion perfilométrica Figura 18. Representacion perfilométrica
bidimensional de una superficie recubierta por tridimensional de una superficie recubierta por
plasma spray. Fuente: (Filmmetrics, 2020). plasma spray. Fuente: (Filmmetrics, 2020).
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3.4.2. FESEM

Para analizar la superficie de las probetas por Microscopio Electronico de Barrido
de Emision de Campo (FESEM), se tomardn 4 muestras de cada lote, realizando en total 16
mediciones.

La maquinaria necesaria serd:
- Microscopio Electrénico de Barrido de Emisién de Campo (FESEM) Ultra 55 Zeiss.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas con ataque écido.
- Probetas con anodizado.
- Probetas con ataque 4cido y anodizado.
- Probetas con nanotubos.

Se colocan las probetas a analizar en el portamuestras. Este portamuestras se colocara
en el interior del microscopio electrénico. Mediante el software se colocard la muestra
debajo de la trayectoria del haz de electrones. Mediante el software serd posible introducir
los valores deseados para inspeccionar la superficie, para ello se elegird un haz de un 5 kV
para analizar la superficie. Finalmente, en el haz de electrones se podrd mover por la muestra,
asi que la imagen se visualizard en la pantalla. Este proceso se repetird con las probetas
seleccionadas de cada tratamiento superficial (Fort et. al., 2013).

El objetivo es conseguir una imagen a escala de grises que aporte informacién sobre
la topografia de la superficie con gran resolucién, la imagen serfa similar a la mostrada en la
Figura 19.

JO )2 C \\,--‘C’w o

VNS N -~ o . e / ¢ >, A . - A .
Figura 19. Representacion de una superficie nanotubular por FESEM.
Fuente: (Lario et. al., 2018).
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3.4.3. HRFESEM
Se tomardn 4 muestras de cada tratamiento superficial para realizar el anélisis
perfilométrico, es decir, se analizaran un total de 16 muestras.

La maquinaria necesaria serd:
- Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo de Alta Resolucion
(FESEM) GeminiSEM Zeiss.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas con ataque écido.
- Probetas con anodizado.
- Probetas con ataque 4cido y anodizado.
- Probetas con nanotubos.

El procedimiento para obtener imdgenes por Microscopio Electronico de Barrido de
Emisién de Campo de Alta Resolucion es el mismo que el descrito en el FESEM. La tnica
modificacién serd la diferencia de potencial empleado, pues para visualizar superficies de
titanio o aleaciones se empleard un potencial mayor del habitual, superior a 10 kV (Fort et.
al., 2013).

El objetivo es conseguir una imagen a escala de grises y con alta resolucién de las
superficies analizadas como en la Figura 20y Figura 21.

Figura 20. Representacion de una Figura 21. Detalle de la inclinacion de los
superficie nanotubular por HRFESEM. Fuente: nanotubos por HRFESEM.
(Amigo, 2016). Fuente: (Amigo, 2016).
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344. AFM

Para analizar la superficie de las probetas por microscopia de Fuerza Atdmica, se
tomaran 4 muestras de cada lote, realizando un total 16 mediciones.

La maquinaria necesaria serd:
- Microscopio de Fuerza Atdmica Multimode 8 de Bruker.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas con ataque écido.
- Probetas con anodizado.
- Probetas con ataque 4cido y anodizado.
- Probetas con nanotubos.

Se colocard la probeta a analizar en el portamuestras. Una vez asegurado el
portamuestras, se encenderd el microscopio y se equilibrard para evitar cualquier
movimiento u oscilacién, pues este instrumento es muy sensible. Cuando se haya asegurado
contra vibraciones, se encenderd el software y monitor. Se centrard la muestra para captar
correctamente el haz ldser en el sensor. El cantilever recorre la muestra. Una vez finalizadado
el recorrido, se mostrard en el monitor la imagen de la superficie de la muestra. Este proceso
se repetird con las probetas seleccionadas de cada tratamiento superficial (Reséndiz y
Castrellon, 2005).

El objetivo es conseguir informacién de la superficie del mismo tipo que la mostrada
en la Figura 22 'y Figura 23.

2 3 4 -

Figura 22. Imagen bidimensional de una
superficie oxidada de titanio a 900 °C durante 20
minutos.

Fuente: (Amigo, 2016).

Figura 23. Representacion tridimensional de una
superficie oxidada de titanio.
Fuente: (Amigo, 2016).
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3.5. CULTIVO BACTERIANO
La siguiente fase del proyecto consiste en cultivar las bacterias sobre las que se basa
el estudio para comprobar si pueden provocar el rechazo de la protesis al desarrollar un
biofilm sobre su superficie.

3.5.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA
En la siguiente fase del proyecto se procede a la extraccion y cultivo de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa.

La maquinaria necesaria ser4:
- Incubadora.

Los materiales necesarios serdn:
- Frasco estéril.
- Hisopos.
- Agua estéril.
- Medio solido TSA (Scharlab).
- Placas Petri.

En primer lugar, hay que acudir a un ambiente en el que la bacteria esté presente,
como un hospital. Una vez ahi, se tomardn con varios hisopos mojados con agua estéril
muestras de herramientas quirtrgicas, superficies e incluso las manos del personal médico.
Estos hisopos se introducirdn en frascos estériles para, posteriormente, realizar un cultivo
bacteriano. Se toman placas Petri con medio sélido TSA y raspardn cuidadosamente los
hisopos. Se cierran las placas y se incuban a 37 °C durante 24 h (Vilar et. al., 2003).

3.5.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS
En esta misma fase del proyecto se extraerd y cultivard la bacteria Staphylococcus
aureus.
La maquinaria necesaria serd:
- Incubadora.
- Frigorifico.

Los materiales necesarios seran:
- Torunda.
- Placa Petri.
- Medio solido TSA (Scharlab).

Se toma un paciente y mediante una torunda se le extrae exudado nasal. La muestra
puede conservarse durante 24 h como maximo, tanto a temperatura ambiente como en el
frigorifico (2 — 8 °C). No es necesario prepararlas para inocularlos en los medios de cultivo.
Se descarga la muestra de la torunda frotdndola sobre la placa. Luego se utilizan medios de
cultivo como el medio sélido TSA. Se almacenan entre 2 y 8 °C, una vez pasadas las 24
horas ya se podrd emplear el cultivo (Barios et. al., 2011).
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3.5.2. DESARROLLO DEL BIOFILM

En este proyecto se emplearan cepas de la coleccion del gripo de infeccidon grave
obtenidas en pacientes con infecciones relacionadas con la protesis articulares de las especies
P. aeruginosa y S. aureus. Se emplearan aquellas cepas cuya capaacidad de formacion de
biofilm sea elevada.

La maquinaria necesaria serd:
- Autoclave.
- Incubador.
- Frigorifico.
- Cabina de flujo laminar H-100.
- Sonicador.
- Agitador.

Los materiales necesarios seran:
- Asa bacterioldgica.
- Placas Petri.
- Tubos estériles.
- Solucién TBS (Scharlab).
- Medio solido TSA (Scharlab).
- Solucién Tampén Fosfato Salino (PBS).
- Erlenmeyer.
- Algodén.
- Frasco estéril.

Todos los medios y soluciones serdn autoclavados a 121 °C a una presién de 1’2 atm
durante 20 minutos.

En primer lugar, se debe preparar el indculo, para ello se trabajard en la cabina. Se
preparard un Erlenmeyer esterilizado, se abrird el frasco donde se encuentra el caldo de
cultivo y se verterdn 50 ml sobre el Erlenmeyer. A continuacién, con un asa estéril se
recogeré la colonia de la cepa correspondiente crecida previamente en la placa de TSA y se
disolverd en el medio de cultivo. El Erlenmeyer se tapard con algodén graso y se incubara
18 h a 37 °C en agitacion en el incubador.

Por otro lado, los discos de aleacién se esterilizardn en autoclave durante 20 minutos
a una temperatura de 121 °C. A continuacion, se colocardn las muestras en pocillos, donde
se afiadird por cada uno 1 ml de la solucién TBS y 20 ul del in6culo de bacterias. Una vez
cultivados, se incubard durante 48 h a una temperatura de 37 °C. Una vez finalizadas las 48
h de incubacioén, se lavan los discos con PBS para eliminar las bacterias que no hayan
conseguido adherirse. Posteriormente se extraen los discos y en sumergirdn en 2 ml de TBS
para su sonicacién. Por ultimo, para separar el biofilm de las muestras, se someterd a cada

62




una a una agitacion durante 1 minuto a 2500 rpm, se someterd de nuevo a sonicacioén durante
5 minutos y de nuevo se agitard durante otro minuto (Vilar et. al., 2003).

El objetivo es ser capaces de contar el numero de colonias de los diferentes biofilms
de P. aeruginosa y S. aureus de cada tratamiento superficial para, posteriormente, poder
determinar en cudl ha crecido mas.

3.5.3. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA SUPERFICIE

3.53.1. MICROSCOPiA CONFOCAL
De las muestras sembradas con bacterias, se elegiran al azar dos muestras de cada
lote de tratamientos para cada una de las bacterias sembradas. Realizandose un total de 16
observaciones.

La maquinaria necesaria ser4:
- Microscopio confocal.

Los materiales necesarios seran:
- Solucion PBS.
- Tinte SYTO 9.

Se tomaran las muestras a analizar una vez cultivadas las bacterias y se lavardn con
PBS. A continuacién, se tefiird la biopelicula con SYTO 9. Después, se colocard en
microscopio e incidird sobre la muestra un haz ldser de argén con una longitud de onda de
488 nm. El campo de superficie analizado se reconstruird tridimensionalmente mediante un
software y se visualizard en el monitor. Para evaluar el crecimiento del biofilm se analizardn
las muestras a las 8 h y 24 h tras la siembra.

El objetivo de esta practica es evaluar la morfologia y cinética del biofilm en funcién
de la topografia superficial resultante con cada tratamiento aplicado. Las imdgenes
conseguidas permitirdn observar las bacterias metabdlicamente activas, en las que, gracias
al colorante SYTO 9, se mostrardn las bacterias intactas en verde fluorescente y las que
presenten la membrana dafiada en rojo fluorescente, como en la Figura 24 (Lopez et. al.,
2016).

12h Sd

'~ 48 h Sa 'S 4

Figura 24. Representacion del desarrollo del biofilm de S. Aureus a las 6, 12, 24 y 48 h en una superficie
por microscopia confocal. Fuente: (Ibarra et. al., 2012).
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3532. MICROSCOPIA CRIO-FESEM
De las muestras sembradas con bacterias, se elegiran al azar dos muestras de cada
lote de tratamientos para cada una de las bacterias sembradas. Realizandose un total de 16
observaciones.

La maquinaria necesaria serd:
- Microscopio CrioFESEM PP3010T de Quorum Technologies.

Los materiales necesarios seran:
- Probetas con ataque 4cido.
- Probetas con anodizado.
- Probetas con ataque 4cido y anodizado.
- Probetas con nanotubos.
- Nitrégeno liquido.

El primer paso es tomar la muestra a analizar y criogenizarla en nitrégeno liquido.
Esta muestra de Ti6Al4V criogenizada se transferird al portamuestras del microscopio
CryoFESEM PP3010T. Al igual que en el resto de equipos, mediante el software se colocard
la probeta debajo del haz y se visualizara la imagen en el monitor, el cual se configurard con
una energia de 1 a 5 kV. Este proceso se repetird con las probetas seleccionadas de cada
tratamiento superficial (Erlandsen et. al, 2001).

El objetivo es conseguir informacién de la superficie del mismo tipo que la mostrada
en la Figura 25.

Figura 25. Representacion en Crio-FESEM del desarrollo en cuatro dias de la P. Aeruginosa por
sobre una superficie metdlica. Fuente: (Alhede et. al., 2012).
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A continuacion, pese a las dificultades encontradas durante el desarrollo de este

trabajo debido a la crisis del Covid-19, se ha elaborado el presupuesto necesario estimado

para llevar a cabo el proyecto previamente explicado. Con la ayuda de tablas se exponen los

precios unitarios, tanto de mano de obra como de materiales y amortizacién de maquinaria.

Estos precios unitarios luego se empleardn para calcular los precios descompuestos de las
unidades de obra. A su vez, estas unidades de obra las hemos separado en capitulos para

entender el coste que supondria cada uno de los pasos de este proyecto (Labcomercial,

Labotienda y Suministros de laboratorio, 2020).

e (Capitulo 1: Obtencion de las muestras y bacterias.

e (Capitulo 2: Tratamientos superficiales sobre las muestras.

e (Capitulo 3: Cultivo de bacterias sobre superficies con diferentes tratamientos.

e (Capitulo 4: Caracterizacion y anélisis de los resultados.

1. CUADRO DE PRECIOS UNITARIOS

1.1. MANO DE OBRA

Cédigo Descripcion Unidades Precio (€)

MO1 Ingeniero Biomédico Hora (h) 17

MO2 Ingeniero Jefe Hora (h) 26

MO3 Técnico de laboratorio Hora (h) 16

1.2. MATERIALES

Cédigo Descripcion Unidades Precio (€)
MATI1 Acetona Litros (1) 5,99
MAT2 Agua Litros (1) 0,0016
MATS3 Agua desionizada Litros (1) 0,78
MAT4 Agua destilada Litros (1) 0,80
MATS Agua estéril Litros (1) 3,95
MAT6 Agua oxigenada Litros (1) 0,95
MAT7 Alcohol etilico (96 °C) Litros (1) 22
MATS Algodén Kilogramos (kg) 6,38
MAT9 Asa bacteriologica Unidad (u) 0,07
MAT10  Barra Ti6Al4V 30 x 6000 mm Kilogramos (kg) 45
MATI11 Detergente Litros (1) 8,11
MATI12 Erlenmeyer 1 1 Unidad (u) 7,31
MATI13 Frasco estéril Unidad (u) 0,10
MATI14 Guantes de nitrilo Unidad (u) 0,05
MATI15 Hisopos Unidad (u) 0,11
MATI16 Malla de platino Unidad (u) 20,70
MAT17 Medio sélido TSA (Scharlab) Unidad (u) 0,73
MATI18 Nitrégeno liquido Litros (1) 10,29
MATI19 Oxalicina Litros (1) 9,99
MAT20 Papel de aluminio Metro (m) 0,05
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MAT21
MAT22
MAT23

MAT24

MAT25
MAT26

MAT27

MAT28

MAT29

MAT30

MAT31

MAT32

MAT33

MAT34

MAT35

MAT36
MAT37

MAT38

MAT39

MAT40
MAT41
MAT42

Papel de lija de 220, 500 y 1000
Placas de acero inoxidable
Placas Petri

Polvos Baird Parker Agar (base)
para caldo de cultivo de
Laboratorio Britania
Recipiente

Resina epoxi
Solucién de carbonato de sodio
monohidratado 0,25 M
(Na,COy)

Solucién de 4cido clorhidrico
(HCI)

Solucién de acido fosférico
(H;PO,)

Solucién de acido fluorhidrico
(HF) al 40%

Solucién de acido fluorhidrico
(HF) (48% en peso)
Solucién de fluoruro de sodio
(NaF)

Solucién de 4cido nitrico
(HNO:;)

Solucién de 4cido sulftrico
(H.SO,) 1M
Solucién de bérax con trifosfato
de sodio
Solucién de PBS
Solucion TBS (Scharlab)
Suspension de diamante de
9 um
Suspension de silice coloidal de
0°05 um
Tinte SYTO 9
Torunda
Vaso de precipitados

Unidad (u)
Unidad (u)
Unidad (u)
Gramos (g)

Unidad (u)
Gramos (g)

Litros (1)

Litros (1)
Litros (1)
Litros (1)
Litros (1)
Litros (1)
Litros (1)
Litros (1)

Litro (1)

Litros (1)
Litros (1)

Litros (1)

Litros (1)

Microlitros (ul)
Unidad (u)
Unidad (u)

0,35
0,29
0,79

0,318

6,40
0,018

29

8,17

33,34

2393

30,19

303

16,71

9,53

1’72

73,54
33°09

2042

49,97

425
0,12
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1.3. MAQUINARIA

Coste de
1 Vida util
Cédigo Descripcion . a . ! f‘ ui Horas/afio Precio/hora
inversion (aiios)
(€)
Agitador MaxQ4450
MAQ1 ThermoSCIENTIFIC 1.865 10 1.680 0,111
MAQ2 Agitadora 338 10 1.680 0,020
MAQ3 Autoclave 5.347 10 1.680 0,318
Cabina de flujo lami
MAQ4 —omadetujotamiar g ses 10 1.680 0212
H-100
MAQ5 Celda electroquimica 96,32 5 1.680 0,012
MAQ6 Frigorifico 790 5 1.680 0,094
Fuente DC Power
MAQ7  Supply SM 400 — AR — 265 5 1.680 0,0314
8
MAQS8 Incubadora 1.328 10 1.680 0,079
MAQ9 Limpiadora por 1.100 10 1.680 0,065
ultrasonidos
Miaui
MAQ10 dquina de corte 19.580 10 1.680 0,987
Struers Accutom-5
Miquina de desbaste
MAQI11 17.340 10 1.680 1,032
Q Knuth-Rotor 3
MAQ12 Magquinaria de secado 10 10 1.680 0,001
MAQ13 Mechero Bunsen 82,17 5 1.680 0,01
Microscopio confocal
MAQ14 LSM 900 de Zeiss 105.000 10 1.400 7,50
Microscopio
MAQis CWOFESEMPRIOIOT 6 500 10 1.400 10
de Quorum
Technologies
Microscopio
Electrénico de Barrido
MAQ16 de Emision de Campo 380.000 10 1.400 27,14
(HRFESEM)
GeminiSEM Zeiss
Microscopio
Electrénico de Barrido
MAQ17 de Emisién de Campo 260.000 10 1.400 18,57

(FESEM) Ultra 55
Zeiss
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MAQI18

MAQ19

MAQ20

MAQ21

MAQ22
MAQ23

Microscopio de Fuerza

Atémica Multimode 8 125.000 10 1.400 8,93
de Bruker
Microscopio 6ptico 1.675 5 1.680 0,2
Perfilémetro Alpha-
Step D-500 23.000 10 1.400 1,64
Pulidora
semiautomatica 25.000 10 1.680 1,488
Labopol-5 de Struers
Sonicador 329 10 1.680 0,02
Torno CNC 1.400 10 1.680 0,083
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2. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS

Dividiremos cada uno de los procesos presentes en el proyecto en unidades de obra.

Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
Uuo1 Fase 1: Elaboracion de las muestras
MAT4 Agua destilada 4 0,80 3,20
MAT6 Agua oxigenada 0,5 0,95 0,475
MAT?7 Alcohol etilico (96°) 0,75 22 16,50
Barra Ti6Al4V 30 x 6000
MAT10 0,032 45 1,44
mm
MAQ10 Maéquina de corte Struers | 0.987 0.987
Accutom-5
Maiquina de desbaste
MAQI11 Knuth-Rofor 3 1 1,032 1,032
MAQ12  Magquinaria de secado 0,25 0,001 0,00025
MAQ19 Microscopio 6ptico 1 0,2 0,20
MAT21 Papel de lija de tamafio 3 035 L05
de grano 200, 550 y 1000 ’ ’
MAQ21 Pulidora semiautomatica ! 1 488 1,488
Labopol-5 de Struers ’ ’
Suspension de diamante
MAT38 0,2 2042 40,84
de 9 um
Suspension de silice
MAT39 coloidal de 0°05 ym 0,2 49,97 9,99
MAQ23 Torno CNC 1 0,083 0,083
MO3 Técnico de laboratorio 8 16 128
Clase: Material 73,50
Clase: Maquinaria 3,80

Clase: Mano de Obra 128

Coste total

205,3
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
U022 Fase 2, etapa 1: Ataque acido
MAT1 Acetona 10 5’99 59,90
MAT4 Agua destilada 10 0’80 8
MAT7 Alcohol etilico (96°) 10 22 220
MAQ9 Limpiadora por 0°91 0,065 0,059
ultrasonidos
MAT25 Recipiente 1 6,40 6,40
Solucion de acido
ALY DA clorhidrico (HCI) o il Uy
Solucién de 4cido
MAT34 sulfdrico (H,SO.) 0,1 9,53 0,953
MO1 Ingeniero Biomédico 6 17 102
MO2 Ingeniero Jefe 2 26 52
MO3 Técnico de laboratorio 6 16 96
Clase: Material 296,07
Clase: Maquinaria 0,059

Clase: Mano de Obra 250

Coste total

546,13
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)

Uo3 Fase 2, etapa 2: Anodizado
MAT4 Agua destilada 1 0,8 0,80
MAT7 Alcohol etilico (96°) 0,3 22 6,60
MAQS5 Celda electroquimica 0,5 0,012 0,006

Fuente DC Power

MAQ7 Supply SM 400 - AR — 8 0,25 0,0314 0,00785
Limpiadora por
MAQ9 ) 0,25 0,065 0,016
ultrasonidos
MAQI12  Magquinaria de secado 0,25 0,001 0,00025
MAT22 Pla}cas fie acero ! 0.29 0.29
inoxidable
MAT25 Recipiente 1 6,4 6,40
MAT30  >olucion de dcido 0,01 2393 0,24
fluorhidrico (HF) al 40% ’ ’ ’
Solucién de acido nitrico
MAT33 (HNO) al 70% 0,15 16,71 2,50
MAT34 Solucién de 4cido 0.4 953 3.81
sulfdrico (H,SO,) 1M ’ ’ ’
MAT35 Soh.lci(’)n de borax 'con 10 72 1720
trifosfato de sodio
MO1 Ingeniero Biomédico 4 17 68
MO2 Ingeniero Jefe 2 26 52
MO3 Técnico de laboratorio 4 16 64
Clase: Material 37.84
Clase: Maquinaria 0,03
Clase: Mano de Obra 184
Coste total 221,87
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)

U0O4 Fase 2, etapa 3: Ataque acido y anodizado
MAT1 Acetona 10 5,99 59,90
MAT4 Agua destilada 10,5 0,8 8,40
MAT?7 Alcohol etilico (96 °) 10,5 22 231
MAQ5 Celda electroquimica 0,5 0,012 0,03
Fuente DC Power Supply
14
MAQ7 SM 400 - AR _ 8 0,25 0,03 0,04
Limpiad
MAQ9 AR S 1,16 0,065 0.754
ultrasonidos
MAQ12  Magquinaria de secado 0,25 0,01 0,00025
Pl d
MAT22 o e SEET0 1 0,29 0,29
inoxidable
MAT25 Recipiente 1 6,4 6,40
Solucién de acido
MAT28 clorhidrico (HCI) il Sl el
Solucién de 4cido
MAT30 0,01 23,93 0,2393

fluorhidrico (HF) al 40%
Solucion de acido nitrico

MAT33 (HNO,) al 70% 0,15 16,71 2,50
MAT34 Solucién de 4cido 0.5 9.53 4765
sulfarico (H,SO,) 1M ’ ’ ’
Solucién de bérax con
MAT35 ) . 10 1,72 17,20
trifosfato de sodio
MO1 Ingeniero Biomédico 10 17 170
MO2 Ingeniero Jefe 4 26 104
MO3 Técnico de laboratorio 10 16 160
Clase: Material 331,51
Clase: Maquinaria 0,82
Clase: Mano de Obra 434
Coste total 766,33
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)

UOSs Fase 2, etapa 4: Nanotubos
Agitador MaxQ4450
MaQi ThermoSCIENTIFIC 0.1 0.11 0,032
MAT2 Agua 5,5 0,0016 0,0088
MAT3 Agua desionizada 0,5 0,78 0,39
MAT4 Agua destilada 10 0,80 8
MAQS Celda electroquimica 0,5 0,012 0,06
MATI11 Detergente 0,1 8,11 0,811
Fuente DC Power Supply
MAQ7 1 0,157 0,157

SM 400 - AR -8
Limpiadora por

MAQ9 . 0,16 0,065 0,0104
ultrasonidos

MAT16 Malla de platino 1 20,70 20,70

MAQI12  Maquinaria de secado 0,25 0,001 0,00025

MAT21 Papel de lija de tamafio 3 0.35 L05
de grano 200, 550 y 1000 ’ ’

Solucion de acido

MAT31 fluorhidrico (HF) (48% 1,03 30,19 31,10
en peso)
MAT33 Solucién de 4cido nitrico 4 16.71 66.84
(HNO:) ’
MAT34 Solucién acido sulfirico 02 953 1.906
(H.SO4) 1M ’ ’ ’
Pulidora semiautomatica
MaQzl Labopol-5 de Struers ! 00314 0.0314
MO1 Ingeniero biomédico 4 17 68
MO2 Ingeniero Jefe 2 26 52
MO3 Técnico de laboratorio 4 16 64
Clase: Material 130,80
Clase: Maquinaria 0,30

Clase: Mano de Obra 184
Coste total 315,10
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
U006 Fase 3: Caracterizacion superficial (metalografico)
Microscopio Electrénico
MAO16 de Barrido de Emision de 24 27 14 65136
Campo (HRFESEM) ’ ’
GeminiSEM Zeiss
Microscopio Electrénico
de Barrido de Emision de
MAQ17 Campo (FESEM) Ultra 24 18,57 445,68
55 Zeiss
Microscopio de Fuerza
MAQ18 Atémica Multimode 8 de 24 8,93 214,32
Bruker
Perfilémetro Alpha-Step
MAQ20 D-500 24 1,64 39,36
MO3 Técnico de laboratorio 24 16 384
Clase: Material -
Clase: Maquinaria 1.350,72
Clase: Mano de Obra 364
Coste total 1.714,72
Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
Uo7 Fase 4, etapa 1: Cultivo Pseudomonas aeruginosa
MATS Agua estéril 0,1 3,95 0,395
MATI13 Frasco estéril 3 0,10 0,3
MATI1S Hisopos 3 0,11 0,33
MAQS8 Incubadora 1 0,079 0,079
MAT17 Medio sélido TSA i 073 073
(Scharlab) ’
MAT23 Placas Petri 1 0,79 0,79
MO1 Ingeniero Biomédico 2 17 34
MO3 Técnico de laboratorio 2 16 32
Clase: Material 2,545
Clase: Maquinaria 0,079
Clase: Mano de Obra 66
Coste total 68,62
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)

Uos8 Fase 4, etapa 1: Cultivo Staphylococcus aureus
MAQG6 Frigorifico 24 0,094 2,26
MAQS8 Incubadora 1 0,079 0,079
MAT17 Medio sélido TSA i 0.73 073
(Scharlab) ’
MAT23 Placa Petri 1 0,79 0,79
MAT41 Torunda 1 0,12 0,12
MO1 Ingeniero Biomédico 2 17 34
MO3 Técnico de laboratorio 2 16 32
Clase: Material 1,64
Clase: Maquinaria 2,34

Clase: Mano de Obra 66
Coste total 69,98




Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
V09 Fase 4, etapa 2: Siembra de las colonias en las muestras tratadas
superficialmente
MAT10 Algodén 0,1 6,38 0,64
MATI11 Asa bacterioldgica 2 0,07 0,14
MAQ3 Autoclave 1 0,318 0,32
Cabina de flujo laminar
MAQ4 H-100 1 0,212 0,21
MAT14 Erlenmeyer 1 7,31 7,31
MAQS8 Incubadora 42 0,079 3,31
Solucién Tampoén Fosfato
MAT38 Salino (PBS) 0,5 73,54 36,77
MAT39 Solucién TBS (Scharlab) 0,01 33°09 0,33
MAQ22 Sonicador 0,33 0,02 0,01
MO1 Ingeniero Biomédico 4 17 68
MO3 Técnico de laboratorio 4 16 64
Clase: Material 45,20
Clase: Maquinaria 3.85
Clase: Mano de Obra 132
Coste total 181,05
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Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
Uuo10 Fase 5: Caracterizacion superficial (biologica)
Microscopio confocal
MAQ14 LSM 900 de Zeiss 24 750 180
Microscopio
MAQI15 CryoFESEM PP3010T de 24 10 240
Quorum Technologies
MAT20 Nitrégeno liquido 0,2 10,29 2,06
MAT38 Solucién de PBS 0,5 73,54 36,77
MAT42 Tinte SYTO 9 24 425 102
MO3 Técnico de laboratorio 48 16 768
Clase: Material 140,83
Clase: Maquinaria 420
Clase: Mano de Obra 768
Coste total 1.328,83
Codigo Descripcion Rendimiento Precio (€) Importe (€)
Uuo11 Fase 6: Analisis de los resultados
MO1 Ingeniero Biomédico 288 17 4.896
MO2 Ingeniero Jefe 288 26 7.488
Clase: Material -
Clase: Maquinaria -
Clase: Mano de Obra 12.384
Coste total 12.384
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3. MEDICIONES

CAPITULO 1 (C 1): Obtencion de las muestras y bacterias

Codigo Descripcion
vol Fase 1: Elaboracion de
las muestras
Fase 4, etapa 1: Cultivo
UO7  Pseudomonas
aeruginosa
Fase 4 1: Culti
UO8 ase 4, etapa 1: Cultivo

Staphylococcus aureus

Medicion Precio (€) Importe (€)
1 205,3 205,3
4 68,62 266,62
4 69,98 279,92

CAPITULO 2 (C2): Tratamientos superficiales sobre las muestras

Codigo Descripcion
U0o2 lfa'se 2, etapa 1: Ataque
acido
Fase 2, etapa 2:
([0 X} ;
Anodizado
V04 lfa'se 2, etapa. 3: Ataque
acido y anodizado
Fase 2, etapa 4:
Uos
Nanotubos

Medicion Precio (€) Importe (€)
1 546,13 546,13
1 221,87 221,87
1 766,33 766,33
1 315,10 315,10

CAPITULO 3 (C3): Cultivo de bacterias sobre superficies con diferentes

tratamientos
Codigo Descripcion Medicion Precio (€) Importe (€)
Fase 4, etapa 2: Siembra
vo9 de las colonias en las
8 181,05 1.448,40
muestras tratadas
superficialmente
CAPITULO 4 (C4): Caracterizacion y analisis de los resultados
Codigo Descripcion Medicion Precio (€) Importe (€)
Fase 3: Caracterizacion
UO6  superficial 1 1.714,72 1.714,72
(metalografico)
yo1g Fase 3¢ Caracterizacion | 1.328.83 1.328,83
superficial (biologica)
uolt1 Fase 6: Analisis de las 1 12.384 12.384

muestras
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4. PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA

Codigo Descripcion Importe (€)
CAPITULO 1: Obtenci6n de 1 t
c1 . encion de las muestras y 751.84
bacterias
CAPITULO 2: Tratamientos superficiales sobre
C2 1.849,43

las muestras

CAPITULO 3: Cultivo de bacterias sobre
C3 .. . . 1.448,40
superficies con diferentes tratamientos

CAPITULO 4: Caracterizacién y andlisis de los

C4 15.427,55
resultados

TOTAL DEL PRESUPUESTO DE EJECUCION 19.477.22
MATERIAL ’

15%  Gastos generales 2.921,58

6% Beneficio industrial 1.168,63

SUMA PARCIAL 23.567,43

21%  Impuesto de Valor Afiadido (IVA) 4.949,16

PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA 28.516,60

El presupuesto de ejecucion por contrata del proyecto ‘Evaluaciéon del crecimiento de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa sobre muestras de aleacién Ti6Al4V
sometidas a diferentes tratamientos superficiales’ asciende a la cantidad de 28.516,60 €
(VEINTIOCHO MIL QUINIENTOS DIECISEIS CON SESENTA).
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