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RECUBRIMIENTO PRO-BIOFILM, METODO PARA SU PRODUCCION Y SUSTRATO
RECUBIERTO POR EL MISMO

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo del control bacteriano, mas
especificamente del control de biofilms bacterianos, y en particular al fomento de la

aparicion de biofilms bacterianos.

Antecedentes de la invencion

El biofilm es una agrupacién de microorganismos rodeados por una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares que incluyen agua, polisacaridos, proteinas,
lipidos, acidos nucleicos y otros biopolimeros. Esta matriz extracelular favorece la
adhesion de los microorganismos a superficies, les protege de condiciones ambientales
adversas y de agentes antimicrobianos, y les ayuda a captar nutrientes del medio para
facilitar la proliferacién microbiana.

El desarrollo de un biofilm tiene lugar en las siguientes etapas: una etapa de
fijacion inicial en la que las células bacterianas se adhieren y colonizan superficies
sélidas. Le siguen las etapas de proliferacién y maduracién en las que, mediante la
activacion de sistemas de comunicacién intercelular, se comienzan a formar
microcolonias y la matriz extracelular, alcanzando una densidad de poblacién éptima y
una estructura madura de biofilm. Finalmente se produce la etapa de dispersion en la
que células bacterianas o componentes del biofilm pueden separarse del mismo, migrar
y colonizar otras superficies, o que supone una fuente persistente de diseminacion y
contaminacién.

En la mayoria de los casos, la aparicién de un biofilm conlleva una serie de
problemas y consecuencias perjudiciales; por lo que se emplean y desarrollan técnicas
enfocadas principalmente a la prevencion y eliminacion de los biofilm, como los
recubrimientos o procedimientos anti-biofilm.

Los biofilm deterioran productos o superficies en las que se desarrollan, pero
ademas, cuando estan formados por microorganismos de naturaleza patdégena, son
motivo de gran preocupacién en la industria alimentaria, farmacéutica o clinica ya que
suponen una fuente de contaminacién de los productos y un riesgo para la salud publica.
Por ejemplo, en el caso de los equipos de procesado y transformacién de los alimentos;
asi como en las superficies de contacto con los mismos, la eliminaciéon de biofilm

patdogeno desempefia un papel vital para garantizar un estado 6ptimo de calidad
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microbiologica alimentaria. El biofilm actua como un reservorio que puede proteger o
liberar bacterias patégenas en estado libre (planctdnico), organismos ubicuos
especialmente dificiles de controlar, lo que da como resultado persistencia bacteriana
en la planta de produccién y episodios de contaminacién cruzada de alimentos, con
riesgos evidentes para la seguridad alimentaria.

Sin embargo, existen ciertas situaciones en la que la generacién de mas biofilm
supone una ventaja. Un ejemplo es el caso de la industria médica, con fines de
diagnostico y de eleccion del tratamiento. Cuando se estudia un microorganismo
patégeno (que provoca una enfermedad) en el laboratorio (in vitro), es deseable que
este microorganismo se comporte de manera similar a la que lo haria en el interior del
paciente (in vivo). Tradicionalmente los laboratorios de microbiologia han centrado sus
actividades en aislar y realizar estudios de sensibilidad sobre bacterias en forma
planctoénica. Sin embargo, extrapolar los datos de sensibilidad a los antimicrobianos
(incluidos biocidas) a esa misma bacteria cuando esta creciendo en el interior de un
biofilm, conduce a fracasos terapéuticos, problemas técnicos industriales, recurrencia
de las infecciones cronicas, incrementa las probabilidades de contaminacién de los
productos alimentarios o las superficies industriales, entre otros muchos problemas.

Para realizar estudios in vitro de microorganismos seria deseable disponer de un
modelo sencillo, manejable y que sea capaz de prever una terapia adecuada in vivo. De
este modo se evitarian problemas por la eleccidén del agente antibiético incorrecto o de
dosis inadecuadas. Ademas, seria deseable disponer de un recubrimiento pro-biofilm
que permitiera producir biofilm en dicho modelo de manera rapida para asi acelerar los
estudios in vitro anteriormente mencionados.

Otros casos en el que puede ser deseable fomentar la aparicién de un biofilm
especifico son la industria alimentaria y los procesos de biodegradacién o
biorremediacidn ambiental. En estos casos, seria deseable disponer de un
recubrimiento pro-biofilm que, al aplicarse por ejemplo a un tanque de fermentacién e
inocularse con un microorganismo beneficioso, permita fomentar la produccién de un
biofilm del mismo. Dicho microorganismo beneficioso permitira a su vez proteger al
tanque de fermentacion frente a la colonizacién por parte de otros microorganismos
perjudiciales.

El documento JP2013173715A da a conocer un método de formacién de biofilm
mediante tratamiento de irradiacion por plasma de una superficie tal como una placa de
policarbonato. El tratamiento con plasma produce una modificacién quimica del

policarbonato que favorece la adhesion de microorganismos que pueden llegar a formar
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un primer biofilm. Este primer biofilm favorece a su vez la adhesiéon de nuevos
microorganismos que formaran un nuevo biofilm. Sin embargo, la modificacién quimica
de la superficie mediante tratamiento con plasma depende del material que constituye
dicha superficie, y por tanto no todas las superficies podran modificarse de manera
favorable mediante dicho método. Ademas, la capacidad adhesiva de especies
generadas en la superficie de policarbonato mediante tratamiento con plasma disminuye
gradualmente a lo largo del tiempo.

Por tanto, seria deseable disponer de un recubrimiento pro-biofilm que favorezca
la produccion de biofilm independientemente de la superficie sobre la que se aplique

dicho recubrimiento y que conserve sus propiedades pro-biofilm a lo largo del tiempo.

Sumario de la invencion

Para resolver los problemas indicados anteriormente, la presente invencion da a
conocer, en un primer aspecto de la misma, un recubrimiento pro-biofilm aplicado
mediante polimerizacién de un precursor por plasma atmosférico frio sobre un sustrato.
El recubrimiento segun la presente invencién presenta una rugosidad tal que promueve
la creacién de mas del 100% de biofilm sobre el sustrato, siendo el 100% de biofilm el
producido sobre el mismo sustrato carente de dicho recubrimiento pro-biofilm.

En un segundo aspecto, la presente invencién da a conocer un método de
produccion de un recubrimiento pro-biofilm tal como se definid en el primer aspecto de
la invencién. El método comprende aplicar un flujo de plasma atmosférico frio y material
precursor sobre una superficie de sustrato a recubrir hasta obtener una rugosidad tal
que promueve la creacion de mas del 100% de biofilm sobre el sustrato.

La invencion también se refiere a un sustrato que se recubre por un

recubrimiento pro-biofilm segun el primer aspecto de la invencién.

Breve descripcidon de los dibujos

La presente invencion se entendera mejor con referencia a los siguientes dibujos
que ilustran realizaciones preferidas de la presente invencion, proporcionadas a modo
de ejemplo, y que no deben interpretarse como limitativas de la invenciéon de ninguna
manera:

La figura 1 es una vista en seccion transversal esquematica de un dispositivo
para llevar a cabo un método de produccién de recubrimiento pro-biofilm segun la
realizacién preferida de la presente invencion.

La figura 2 es un grafico que muestra la relacién entre pasadas, rugosidad del
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recubrimiento y % de biofilm producido con respecto al control, empleandose
poliestireno como sustrato y (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) como material
precursor, segun una realizacién preferida de la presente invencion.

Las figuras 3A y 3B muestran imagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM)
y de microscopia de barrido de electrones (SEM), respectivamente, de recubrimientos
obtenidos segun una realizacidon preferida de la presente invencion, en las que también
se indica el porcentaje de biofilm obtenido con respecto al control.

La figura 4 es un grafico que muestra la relacién entre la rugosidad del
recubrimiento y el % de biofilm obtenido con respecto al control, empleandose
poliestireno como sustrato y APTES como material precursor, segun una realizacién
preferida de la invencién.

La figura 5 es un grafico que muestra la relacién entre la rugosidad del
recubrimiento y el % de biofilm obtenido con respecto al control segun otra realizacién
preferida de la invencion en la que se emplea una mezcla de metacrilato de metil éter
de polietilenglicol (PEGMA) e isopropanol (IPA) como material precursor.

La figura 6 muestra imagenes SEM de recubrimientos obtenidos segun otra
realizacion preferida de la presente invencion, en las que también se indica el porcentaje
de biofilm obtenido con respecto al control.

La figura 7 es un grafico que muestra la relacion del porcentaje atémico de
carbono (C), oxigeno (O), silicio (Si) y nitrégeno (N) con respecto al numero de pasadas
segun una realizacion de la presente invencion.

La figura 8 muestra graficos que representan la deconvolucién del espectro de
alta resolucidon del carbono para distintos numeros de pasadas segun una realizacion
preferida de la invencién.

La figura 9 es un grafico que representa la relacién entre la rugosidad del
recubrimiento y el angulo de contacto con el agua de recubrimientos segun una
realizacién preferida de la invencion.

La figura 10 es un grafico que muestra el crecimiento bacteriano en funcion del
tiempo con distintos recubrimientos obtenidos segun una realizacion preferida de la
presente invencién.

La figura 11 es un esquema del mecanismo de sobre-produccién de biofilm
(PRO-Biofilm) que se produce en el recubrimiento de la presente invencidn.

La figura 12 representa imagenes SEM (Microscopia Electrénica de Barrido) de:
[a] Substrato sin recubrir (x2000), [b] Recubrimiento 72p (x2000) y [c] Recubrimiento
72p (x4000).
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La figura 13 muestra un esquema de la sobre-produccién de biofilm a medida
que aumenta la rugosidad con las pasadas: [a] Sin recubrimiento Op, [b] 4 pasadas 4p,
[c] 12 pasadas, 12p y [d] 72 pasadas, 72p.

La figura 14 muestra un esquema del funcionamiento de la molécula de APTES.

La figura 15 es un grafico que muestra la cantidad de biofilm producida a lo largo
del tiempo con un recubrimiento segun una realizacion preferida de la presente

invencién en comparacién con el control.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

El plasma es el estado que alcanza un gas cuando se le aporta una cantidad de
energia que logra ionizar sus moléculas y atomos. Es decir, el paso de la materia de
estado gaseoso a estado de plasma se produce mediante una disociacién de enlaces
moleculares, acompafada de un aumento o disminucién de los electrones de los
atomos, lo que da lugar a la formacién de iones con carga positiva o negativa. En funcion
de si se da o no un equilibrio térmico entre las particulas del plasma, se distingue el
plasma térmico del frio.

Un plasma frio o no equilibrado es aquel en el que la temperatura de los
electrones (105-5000°C) es mucho mayor que la de las particulas mas pesadas
(particulas neutras e iones), las cuales se encuentran a temperaturas proximas a la del
ambiente (25-100°C). De esta forma, la temperatura de un plasma frio se mantiene
generalmente por debajo de 100°C, lo que permite su empleo en tratamientos
superficiales sobre gran variedad de materiales sin provocar el deterioro de los mismos
debido a un calentamiento excesivo.

La generacién de plasma frio se puede llevar a cabo a presion atmosférica en un
entorno abierto, es decir, no requiere la utilizacién de sistemas de vacio ni camaras
dentro de las cuales se establezcan unas condiciones concretas. Estas caracteristicas
dotan a la tecnologia del plasma atmosférico frio de una gran versatilidad, relativa
simplicidad y bajo coste. Desde el punto de vista de su aplicacién industrial, el plasma
se ha convertido en una importante herramienta para llevar a cabo multitud de
tratamientos superficiales.

Una de las principales modificaciones a las que puede someterse la superficie
de un sustrato tratada con plasma es la “polimerizacién por plasma”. Esta modificacién
consiste en la deposicidn de recubrimientos finos utilizando monémeros en estado
liquido como precursores a través de su exposicion al flujo de plasma.

En una realizacién especifica de la presente invencién, para la aplicaciéon de
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recubrimientos pro-biofilm sobre placas Petri objeto de estudio, se empleo el método de
polimerizacion por plasma utilizando un equipo de plasma atmosférico no equilibrado o
frio (APPJ). La seleccién de los distintos precursores que van a depositarse y
parametros operativos del plasma (variables de entrada), determinan las caracteristicas
especificas del recubrimiento obtenido. Esta versatilidad es de vital importancia cuando
se pretenden modificar de una manera especifica las propiedades fisico-quimicas de los
recubrimientos superficiales.

Otra caracteristica que hace muy atractiva esta tecnologia es que funciona a
temperatura ambiente y a presion atmosférica, lo que facilita en gran medida su posible
aplicacion en lineas de produccidn ya existentes.

El equipo APPJ empleado (véase la figura 1) consiste en dos electrodos
coaxiales (10, 12), entre los cuales circula el gas (14) para generar el plasma (en este
caso concreto, se empled nitrogeno (N2) con un flujo de 80 sim). El electrodo interior
(10) esta conectado a tierra, mientras que el electrodo exterior (12) se excita con una
determinada frecuencia (corriente de alta tensiéon) mediante un generador (16) con una
potencia de 300 W. A través del electrodo interior (10) se introduce el material precursor
(18) (1,5 sIm de N2 que atomiza y transporta el material precursor liquido) hasta la zona
de actuacién del plasma (20).

Segun la realizacién preferida de la presente invencién, y haciendo aun
referencia a la figura 1, el método de produccion de recubrimiento pro-biofilm comprende
en primer lugar la etapa de activar la superficie de la placa Petri (22) (u otro sustrato a
recubrir) mediante un chorro de plasma (por ejemplo, plasma de N2) sin material
precursor polimerizable. Esta activacion y limpieza de la superficie se realiza
preferiblemente mediante 4 pasadas de plasma. El experto en la técnica entendera que,
en ofras realizaciones segun la invencidn, puede omitirse esta etapa previa de activacion
de la superficie.

A continuacion, se realiza la etapa de aplicacién propiamente dicha de un flujo
(20) de plasma atmosférico frio (14) y material precursor (18) sobre la superficie de la
placa Petri (22).

Ademas, el método comprende preferiblemente también la etapa de realizar, de
manera simultanea con la aplicacion del flujo de plasma, un desplazamiento relativo
entre el sustrato a recubrir y el flujo de plasma para recubrir toda la superficie del
sustrato.

El flujo de plasma (20) proyectado sobre la superficie (que transforma, transporta

y proyecta el material precursor sobre la base de la placa Petri) tiene aproximadamente
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10 mm de diametro. Por tanto, para la aplicacion homogénea del recubrimiento
(realizacion preferida) por toda la base de la placa Petri (22), este chorro debe
desplazarse por la totalidad de la misma (de 30 mm de diametro). Dado que el flujo de
plasma (80 sIm de N2) y del precursor (1,5 sim de N2 que atomiza y transporta el material
precursor) son constantes, para aplicar un recubrimiento homogéneo, este
desplazamiento debe realizarse a velocidad constante.

Para ello, la placa Petri (22) gira 'y se desplaza (en un €je) de manera simultanea
con la aplicacién del flujo de plasma (20). Mientras tanto, el equipo de aplicacion de
plasma permanece fijo. Evidentemente, segun realizaciones alternativas, la placa Petri
puede permanecer fija mientras que se desplaza una boquilla de aplicacion de plasma.
Segun otra alternativa adicional, tanto la placa Petri como la boquilla de aplicacion de
plasma pueden moverse simultaneamente una con respecto a la otra.

La velocidad lineal (tangencial) de recubrimiento (Vt) es constante (10 mm/s).
Cada vez que se recubre una vuelta (a un determinado radio) la velocidad de giro (W)
se modifica (se reduce en el borde, se aumenta en el centro) para que la velocidad lineal
(Vt) permanezca siempre constante. Por cada vuelta completa realizada por la placa
Petri (22), ésta se desplaza a lo largo del eje una distancia de avance determinada (24).
El hecho de mantener la velocidad lineal (Vt) constante permite que el recubrimiento
aplicado sea homogéneo.

Se define como “pasada” cada vez que el chorro de plasma recubre totalmente
la base de la placa Petri. Se han obtenido distintos recubrimientos aplicando desde 2
hasta 96 pasadas, tal como se describira a continuacién en el presente documento.

Siguiendo el método anteriormente descrito, se realizaron diversos
recubrimientos pro-biofiim empleando como material precursor o bien (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES) o bien una mezcla en diversas proporciones de
metacrilato de metil éter de polietilenglicol (PEGMA, MW: 500) e isopropanol (IPA).
Asimismo, se emplearon placas Petri o bien de poliestireno (PS) de 30 mm de didametro
(previamente tratadas con plasma y sin recubrimiento) o bien de vidrio de 90 mm de
diametro. En la tabla 1 a continuacién se detallan las propiedades de las diversas

muestras de recubrimientos realizadas segun el método de la presente invencion:
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Tabla 1
Muestra Pasadas Sustrato Precursor
Op 0 PS -
2p 2 PS APTES (100%)
4p 4 PS APTES (100%)
12p 12 PS APTES (100%)
24p 24 PS APTES (100%)
48p 48 PS APTES (100%)
72p 72 PS APTES (100%)
96p 96 PS APTES (100%)
oV 0 Vidrio -
48V 48 Vidrio APTES (100%)
PG5 2 PS PEGMA (5%) / IPA (95%)
PG10 2 PS PEGMA (10%) / IPA (90%)
PG100 2 PS PEGMA (100%)

Para la cuantificacion del porcentaje de biofilm producido (con respecto al
producido por un control de placa Petri sin recubrir) que genera la bacteria
Pseudomonas aeruginosa sobre las muestras estudiadas, se empled una técnica con
diacetato de fluoresceina (FDA). Dicha técnica, segun la bibliografia, se utiliza tanto para
medir la actividad microbiana dentro del biofilm total (Adam y Duncan, 2001; Schnurer y
Rosswall, 1982; Taylor et al.,, 2001), como para cuantificar la biomasa de biofilm
(Honraet et al., 2005; Prieto ef al., 2004). La cuantificacidén del biofilm se realizd tras 24
horas de incubacién a 37°C.

Tal como puede apreciarse en la figura 2, en el caso de los recubrimientos de
APTES aplicados sobre PS (poliestireno) existe una relacién directa entre el numero de
pasadas, la rugosidad del recubrimiento y el % de biofilm producido con respecto al
control (sustrato de PS sin recubrimiento). Al aumentar el numero de pasadas,
aumentan tanto la rugosidad como el % de biofiim. A medida que se suceden las
pasadas, la morfologia del recubrimiento pasa de ser practicamente lisa (Ra = 6,69 nm
con 2 pasadas) a presentar una estructura granular (Ra = 105 nm con 96 pasadas) tipica
de los recubrimientos basados en oxidos de silicio (el APTES es un siloxano que al
polimerizarse por plasma produce éxidos de silicio). Esta estructura granular puede
identificarse en las imagenes AFM y SEM (véanse las figuras 3A y 3B) y es la que

justifica el aumento de la rugosidad del recubrimiento (figura 2).
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En la figura 4 se muestra la relaciéon entre la rugosidad de los recubrimientos
basados en APTES y el % de biofilm que se produce en cada uno de ellos. Los
recubrimientos que generan menos biofiim que el producido en la muestra control (la
gue no ha sido recubierta, Op, equivalente al 100% de biofilm) se definen como anti-
biofilm (<100%), mientras que los que generan mas del 100% de biofilm se definen como
pro-biofilm (>100%).

Teniendo en cuenta lo anterior, se define como “limite pro-biofiim” aquella
rugosidad a partir de la cual se obtiene un biofilm superior al 100% (con respecto al
generado en el control Op).

En la figura 4 puede identificarse que en los recubrimientos aplicados sobre PS
y obtenidos mediante polimerizacidn por plasma basados en APTES, el limite pro-biofilm
es una rugosidad Ra minima de aproximadamente 10 nm (Ra: rugosidad media
aritmética).

A continuacidn, se repitié el método anterior empleando como sustrato una placa
Petri de vidrio, en lugar de PS. Las placas de vidrio presentan una rugosidad muy similar
a las de PS (PS sin recubrir; Op — Ra= 4,8711,13 nm vy vidrio sin recubrir; OV —
Ra=4,67+0,98 nm).

Se recubrié una placa de vidrio con 48 pasadas.

Por lo demas, el método de recubrimiento fue idéntico al empleado con las placas
Petri de PS anteriormente descrito y se empled APTES como material precursor liquido.

Se determin6 experimentalmente que el recubrimiento aplicado sobre la placa
de vidrio con 48 pasadas (48V) presentaba una rugosidad y % de biofilm con respecto
al control (Ra= 33,2+1,27 nm y 368+£18%) muy similar a la muestra 24p con el
recubrimiento aplicado sobre una placa de PS con 24 pasadas (Ra= 33,4+1,3 nm y
30013,5%).

Segun esto, puede concluirse que aquellos recubrimientos basados en APTES
que presentan una rugosidad muy similar, generan un % de biofilm similar
independientemente del sustrato sobre el que se haya aplicado. La unica diferencia que
ha existido en este caso es que, para obtener sobre el vidrio un recubrimiento con una
rugosidad similar a la del PS, ha sido preciso aplicar mas pasadas (48 pasadas para el
vidrio y 24 pasadas para el PS).

Segun todo lo anterior, se puede concluir que un recubrimiento basado en
APTES, con una determinada rugosidad, genera una cantidad similar de biofilm,
independientemente del sustrato (poliestireno, vidrio u otro) sobre el que se aplique.

A continuacién, se repitio el método de recubrimiento anteriormente descrito
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empleando, en lugar de APTES, mezclas de PEGMA (MW500) e IPA en distintas
concentraciones.

En este caso, se fijo el numero de pasadas a 2 y se vario el porcentaje en peso
de PEGMA en una dilucion de PEGMA e IPA (5, 10 y 100% en peso).

En la figura 5 se muestra la relacién entre la rugosidad y el % de biofilm de
recubrimientos aplicados sobre PS empleando APTES (realizacion anterior) vy
PEGMA+IPA (presente realizacion) como materiales precursores liquidos. En dicha
figura se observa que los recubrimientos basados en PEGMA requieren una mayor
rugosidad para conseguir la cantidad de biofiim generada con los recubrimientos
basados en APTES. En este sentido, si bien el limite pro-biofilm de los recubrimientos
de APTES es de aproximadamente 10 nm (rugosidad a partir de la cual se obtiene un
biofilm superior al 100% con respecto al control), en el caso de los recubrimientos
basados en PEGMA el limite pro-biofilm es de 160 nm (figura 5).

A partir de estos resultados, puede concluirse que no es posible definir un limite
pro-biofilm comun a recubrimientos basados en distintos materiales precursores. Una
de las posibles razones que justifique la no existencia de un limite pro-biofilm comun
puede estar relacionada con el hecho de que cada material precursor produce un
recubrimiento con un patrén superficial especifico. Si se tiene en cuenta que la
morfologia superficial (rugosidad) tiene una relacion significativa con la cantidad de
biofilm generada, es razonable pensar que patrones superficiales distintos haran que
los microorganismos produzcan cantidades de biofilm diferentes. En la figura 6 se
muestran imagenes SEM de las 3 muestras recubiertas con PEGMA+IPA. En todos los
casos, se aprecia que la morfologia de la superficie del recubrimiento es sensiblemente
distinta de la de las muestras recubiertas empleando APTES (figuras 3A y 3B). Resulta
especialmente interesante el caso de la muestra PG10 en el que la morfologia de su
recubrimiento sigue un patrén similar a fibras, mientras que el de cualquier muestra
basada en APTES presenta un patron basado en particulas.

En cualquier caso, independientemente del precursor empleado (APTES o
PEGMA), se constata que a medida que aumenta la rugosidad, aumenta el biofilm.
Asimismo, en cualquier caso existe una rugosidad especifica a partir de la cual el
recubrimiento es pro-biofilm.

A continuacién, se realizé una caracterizacion quimica y de humectabilidad de
los recubrimientos pro-biofilm segun las realizaciones de la presente invencion.

La caracterizacidn quimica se realiz6 mediante analisis espectroscopia de

fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS) y la de humectabilidad se realizé mediante
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un analisis de la medida del angulo de contacto con el agua (WCA).

Mediante el andlisis XPS es posible identificar y cuantificar la composicidén
quimica de los 3 a 5 primeros nandmetros del recubrimiento (lugar a partir del cual crece
el biofilm). En la figura 7 se muestra el porcentaje atbmico de los elementos presentes
(C, O, Siy N) en cada uno de los recubrimientos estudiados basados en APTES (sin
recubrir, Op, y recubierto con 2, 4, 12, 24, 48, 72 y 96 pasadas). Estos elementos (C, O,
Siy N) proceden de la polimerizacion por plasma del APTES (en el caso de las muestras
recubiertas), de la superficie de PS (en el caso de la placa Petri sin recubrir de control)
y del aire circundante durante el procedimiento de recubrimiento.

En el caso de la muestra sin recubrir (Op) es posible identificar los tipicos
porcentajes presentes en el PS (poliestireno) que son sensiblemente distintos de los de
las muestras recubiertas (por ejemplo, porcentaje alto de carbono). Esta muestra sin
recubrir (Op) es la Unica en la que no se detecta silicio pues este elemento procede del
APTES.

A partir de esta figura 7 puede concluirse que la composicion quimica de la
superficie de TODOS los recubrimientos es muy similar e independiente de su rugosidad
(0 numero de pasadas aplicadas).

Por otro lado, mediante el andlisis XPS también es posible identificar y cuantificar
los enlaces de cada uno de los elementos identificados con anterioridad (C, O, Siy N).
En la figura 8 se muestra la deconvolucién (0 descomposicion) del espectro “total” de
alta resolucién del carbono (C1s) de las muestras Op, 2p y 72p.

La deconvolucion del carbono (C1s) es una practica habitual en la
caracterizacion quimica de superficies. Esta deconvolucion permite identificar los
espectros parciales que componen el espectro total. Cada espectro parcial corresponde
a un enlace especifico al que esta unido el carbono. El area de cada espectro parcial
(asociado a un determinado enlace) permite cuantificar su presencia en la superficie con
respecto al total de enlaces.

En la figura 8 se muestra el porcentaje relativo a cada enlace (inscrito en un
rectangulo). En el caso de la deconvolucién de la muestra Op (placa Petri de PS sin
recubrir) se identifican los enlaces tipicos a los que esta unido el carbono en una muestra
de PS tratada con plasma (sin recubrimiento, sélo plasma). Las placas Petri de PS que
se emplearon en este estudio se habian tratado previamente con plasma por el
proveedor de las mismas (placas Petri/ cultivos celulares Nunc™ de la empresa Thermo
Scientific™) para su activacidén superficial. En esta muestra (Op) es posible identificar
los enlaces: [A] C-C y C-H aromaticos, [B] C-C y C-H alifaticos, [C] los grupos C-O/C-N,
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[D] O-C=0y [E] =-=*. Los grupos [A], [B] y [E] proceden de la molécula de PS, mientras
que los grupos [C] y [D] se forman durante el tratamiento con plasma (realizado por el
proveedor de placas Petri de PS). Cuando se recubren las placas Petri de PS mediante
polimerizacidén por plasma basada en APTES (muestras 2p y 72p, representativas de
todas las muestras recubiertas a partir de APTES) los enlaces [A], [D] y [E] desaparecen
y aparecen los enlaces [F] C-Si y [G] C=0 procedentes del APTES polimerizado. Los
enlaces [B] y [C] son comunes al PS activado con plasmay al APTES polimerizado.

A partir del analisis de los enlaces y porcentajes que se muestran en la figura 8,
puede concluirse que la estructura quimica de la superficie de las muestras recubiertas
(2p y 72p) es muy distinta de la muestra sin recubrir (Op), tanto por los porcentajes de
elementos totales (C, O, Siy N en la figura 7) como por los enlaces a los que esta
asociado el carbono (figura 8).

Ademas, la estructura quimica de la superficie de las muestras recubiertas
(muestras 2p y 72p, representativas de todas las muestras recubiertas a partir de
APTES) es muy similar independientemente de la gran diferencia de rugosidad que
existe entre ambas (Rade 2p =6,7 nmy Rade 72p = 55,1 nm).

Finalmente, segun todo lo anterior, el aumento de la produccién de biofilm (a
mayor rugosidad) no esta determinado por la naturaleza quimica de los recubrimientos,
pues entre estos no existen diferencias sustanciales que justifiquen el aumento en la
produccion de biofilm.

A continuacion se realizé la caracterizacion mediante el andlisis del WCA, que
se refiere al angulo que forma la superficie de un liquido al entrar en contacto con un
sélido. El valor del angulo de contacto depende principalmente de la relacion que existe
entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el sélido y las fuerzas cohesivas del liquido.
A mayores fuerzas adhesivas, menores WCA.

En la figura 9, se muestra la relacion entre la rugosidad y el WCA de los
recubrimientos estudiados basados en APTES (sin recubrir, Op, y recubrimientos con 2,
4,12, 24, 48, 72 y 96 pasadas). En dicha figura se observa que todas las muestras
recubiertas (excepto 96p) presentan un WCA muy similar al de la muestra sin recubrir
(Op). Esto quiere decir que la superficie recubierta no presenta una capacidad adhesiva
superior a la de la muestra sin recubrir (Op). Por tanto, la cantidad de biofilm producida
en dichos recubrimientos no depende del aumento de la adhesién (disminucion del
WCA) conferida por los mismos.

Por tanto, en resumen y con respecto a los recubrimientos sobre PS empleando

APTES, todos los recubrimientos presentan la misma “quimica” y “humectabilidad”, y
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todos los recubrimientos presentan “morfologia” y “% de biofilm” distintos.

Por tanto, el aumento del % de biofim no depende de la “quimica” o
“humectabilidad” (adhesidn) del recubrimiento, sino que depende de la modificacion de
la “morfologia” del mismo (rugosidad).

A continuacién, se estudié el crecimiento bacteriano (véase la figura 10) durante
24 horas (0, 3, 6 y 24 horas) de las muestras sin recubrir (Op) y con recubrimientos con
2, 4, 12, 24 y 48 pasadas. El crecimiento bacteriano de cada muestra se determino
empleando un espectrofotometro Microplate Reader 680XR Bio-Rad y midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 620 nm.

En la figura 10 se observa que unicamente en el recubrimiento 12p crecieron
mas bacterias que en la muestra sin recubrir (Op). Es decir, en la mayoria de las
muestras recubiertas crecieron menos bacterias que en el control. Por tanto, la
produccion de mas biofilm por parte de dichas muestras (con respecto a la muestra sin

recubrir, Op), no se debe a un aumento del numero de microorganismos adheridos.

El mecanismo de “sobre-produccién” de biofilm

A continuacion, se destallaran los mecanismos de creacion de biofilm, segun la
presente invencién.

En las primeras fases de colonizacion de una superficie por parte de las
bacterias, los grupos amina (NH.) presentes en el recubrimiento (provenientes de la
plasma-polimerizacién del APTES) promueven su adhesion en el mismo, y
posteriormente, los grupos carbono-oxigeno (C-O, O-C=0y C=0, también provenientes
del APTES y de la atmosfera circundante) producen un estrés oxidativo que promueve
la creacidén de una mayor cantidad de biofilm por parte de las bacterias (como respuesta
al mencionado estrés). En la Fig. 11 se muestra un esquema del mecanismo de sobre-
produccion de biofilm (PRO-Biofilm) que se produce en el recubrimiento de la presente
invencion. En la Fig. 11a se muestra un esquema de la adhesién inicial de las bacterias
al recubrimiento. Esta adhesion se debe a la atraccidn electrostatica generada por las
aminas (con carga positiva) sobre las bacterias (normalmente con carga negativa). En
la Fig. 11b se muestra un esquema de la sobre-produccion de biofilm posterior a la
adhesion. Esta sobre-produccién se debe al estrés oxidativo que los grupos carbono-
oxigeno (C-O, O-C=0 y C=0) producen sobre las bacterias. Estas se sienten
amenazadas y responden generando mayor cantidad de biofilm (proteccién).

Una vez las bacterias se han adherido a la superficie del recubrimiento, el

aumento de su rugosidad (que se produce al aumentar las pasadas) promueve la
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creacién de biofilm (cuanta mas rugosidad, mas biofilm). El aumento de la rugosidad del
recubrimiento se ve promovido por los grupos de éxido de silicio (SiOy, provenientes de
la plasma-polimerizacién del APTES) pues éstos, cada vez que se aplica una pasada,
se van acumulando en el recubrimiento en forma de particulas esféricas y agrupaciones
de éstas, de mayor tamano a medida que aumenta el numero de pasadas. El aumento
de la rugosidad facilita la creacién de colonias de bacterias, la adhesion de las mismas,
y finalmente, la generacién de mayor cantidad de biofilm. En la Fig. 12 se muestran las
imagenes SEM (Microscopia Electrénica de Barrido) de: [a] Substrato sin recubrir (x2000
aumentos), [b] Recubrimiento 72p (x2000 aumentos) y [c] Recubrimiento 72p (x4000
aumentos). En estas imagenes es posible identificar las bacterias (Pseudomonas
aeruginosa) adheridas a la superficie de cada muestra. En la imagen Fig. 12a se
aprecian muchas menos bacterias que en la Fig. 12b. Tanto en la Fig. 12b, como en Fig.
12¢c se observa cémo las bacterias han formado agrupaciones en los valles de la
superficie rugosa del recubrimiento 72p. En estas imagenes no es posible identificar el
biofilm, pues éste se destruye durante la preparacién de la muestra previa a su
introduccion en el microscopio (fijacién y deshidratacion de la muestra).

En la Fig. 13 se muestra un esquema de la produccién de biofilm a medida que
aumenta la rugosidad del recubrimiento (PRO-Biofilm) con las pasadas. En la Fig. 13a
se representa la fase adhesion y creacidén de biofilm de una bacteria (Pseudomonas
aeruginosa) sobre el substrato SIN recubrir. En las siguientes imagenes Fig. 13b, cy d
se representa la formacion de colonias y el aumento de la cantidad de biofilm a medida
gue aumenta a rugosidad del recubrimiento (desde las 4 pasadas, 4p, hastalas 72, 72p).
La Fig. 13a corresponderia a la imagen de la Fig. 12a y la Fig. 13d corresponderia a la
imagen de las Fig. 12by Fig. 12c.

Y finalmente, en la Fig. 14 se muestra un esquema que representa la “funcién”
de cada “parte” de la molécula de APTES después de que haya sido descompuesta en
el proceso de plasma-polimerizacién a presion atmosférica. Los grupos amino (NH.)
promueven la adhesion de las bacterias, los grupos carbono-oxigeno (C-O, O-C=0 'y
C=0) “estresan” a las bacterias haciendo que, como proteccion, generan mayor
cantidad de biofilm, y finalmente, los grupos de 6xido de silicio (SiOx) se acumulan en
distintos aglomerados (cuyo tamario depende del numero de pasadas) que promueve la
formacion de mayores colonias de bacterias con la consiguiente mayor produccién de

biofilm.

Por ultimo, se determiné la velocidad de generacion de biofilm mediante los
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recubrimientos segun la presente invencion. En la figura 15 se muestra la cantidad de
biofiim (medida mediante FDA) generado en las muestras Op y 48p durante 24 horas
(medidas realizadas a 6, 12 y 24 horas). En dicha figura se puede observar que la
maxima cantidad de biofilm que se produce en la muestra 48p se alcanza a las 6 horas
de lainoculacion, siendo ya en ese momento (6h) significativamente mayor que el biofilm
producido en la muestra no recubierta (Op). Esta rapidez es de vital importancia cuando
se debe determinar con urgencia qué tratamiento es el 6ptimo para un paciente en una
situacion determinada (antibiético mas eficaz y dosis del mismo).

Anteriormente se han descrito con detalle realizaciones preferidas de la presente
invencion. Sin embargo, el experto en la técnica podra realizar modificaciones y
variaciones a las mismas sin por ello apartarse del alcance de proteccidén definido por
las siguientes reivindicaciones. Por ejemplo, se han descrito materiales precursores y
sustratos especificos en las realizaciones especificas de la invencién, sin embargo el
experto en la técnica podra aplicar las ensefianzas dadas a conocer en el presente
documento para determinar, mediante experimentacién de rutina, otras combinaciones
de materiales precursores, sustratos y numeros de pasadas de plasma para
proporcionar recubrimientos pro-biofilm que presenten una rugosidad suficiente como
para fomentar la creacién de mas del 100% de biofilm, en comparacion con el biofilm
producido sobre el mismo sustrato carente de recubrimiento pro-biofilm, segun la

presente invencién.
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REIVINDICACIONES

Recubrimiento pro-biofilm aplicado mediante polimerizacién de un precursor por

plasma atmosférico frio sobre un sustrato, presentando el recubrimiento una
rugosidad tal que promueve la creacion de mas del 100% de biofilm sobre el
sustrato, siendo el 100% de biofilm el producido sobre el mismo sustrato carente
de dicho recubrimiento pro-biofilm.

Recubrimiento pro-biofiim segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el
material precursor que constituye el recubrimiento se selecciona del grupo
constituido por (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) y una mezcla de
metacrilato de metil éter de polietilenglicol (PEGMA, MW: 500) e isopropanol
(IPA).

Recubrimiento pro-biofiim segun la reivindicacion 2, caracterizado por que el
material precursor que constituye el recubrimiento es APTES y el recubrimiento
presenta una rugosidad media aritmética (Ra) minima de mas de 10 nm.
Recubrimiento pro-biofiim segun la reivindicacion 2, caracterizado por que el
material precursor que constituye el recubrimiento es una mezcla de PEGMA e
IPA y el recubrimiento presenta una rugosidad media aritmética (Ra) minima de
mas de 160 nm.

Recubrimiento pro-biofilm segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado por que el sustrato se selecciona del grupo constituido por
poliestireno y vidrio.

Método de produccién de un recubrimiento pro-biofilm segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que comprende aplicar un flujo de
plasma atmosférico frio y material precursor de recubrimiento sobre una
superficie de sustrato a recubrir hasta obtener una rugosidad tal que promueve
la creacién de mas del 100% de biofilm sobre el sustrato, siendo el 100% de
biofilm el producido sobre el mismo sustrato carente de dicho recubrimiento pro-
biofilm.

Método segun la reivindicacién 6, caracterizado por que comprende ademas la
etapa de realizar, de manera simultanea con la aplicacion del flujo de plasma, un
desplazamiento relativo entre el sustrato a recubrir y el flujo de plasma para
recubrir toda la superficie del sustrato.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7, caracterizado por que
comprende ademas la etapa previa de activar la superficie del sustrato mediante

plasma sin material precursor.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 y 8, caracterizado por que el
plasma aplicado es plasma de Na.

Método segun la reivindicacién 9, caracterizado por que el flujo de plasma
consiste en 80 sim de Na.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, caracterizado por que
el material precursor aplicado se selecciona del grupo constituido por APTES y
una mezcla de PEGMA e IPA.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, caracterizado por que
el material precursor se aplica en fase liquida, transportado por un flujo de 1,5
slm de Na.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, caracterizado por que
el sustrato se selecciona del grupo constituido por poliestireno y vidrio.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13, caracterizado por que
la aplicacion del recubrimiento se realiza de manera homogénea sobre toda la
superficie del sustrato.

Sustrato recubierto por un recubrimiento pro-biofilm segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 aplicado sobre al menos una superficie del mismo.
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