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RESUMEN

Las infecciones periprostéticas (IPP) son causadas por microorganismos que colonizan prétesis, siendo
los principales causantes el S.epidermidis y S.aureus. En la literatura cientifica se ha abordado la
interaccion bacteria-sustrato en superficies funcionalizadas de Ti6Al4V, sin estudiar la influencia de su
microestructura, la cual depende del método de fabricacién empleado (fabricacién aditiva) o
tratamiento aplicado (forjado). El objetivo de este estudio es desarrollar aleaciones de Ti6Al4V
mediante forja, EBM y DMLS y comprobar el efecto que tiene la microestructura de cada una de ellas
en la adhesién y colonizacidon de bacterias (S.epidermidis y S.aureus). Para ello se caracterizaron
microestructural, mecdnica y bioldgicamente muestras de Ti6Al4V de forja, EBM y DMLS mediante:
difraccidon de Rayos X, microscopia dptica, microscopia electréonica de barrido, perfilometria dptica,
ensayo de dureza y microdureza, ensayo de cultivo bacteriano y microscopia confocal de fluorescencia.
Los resultados muestran un patrén de XRD similar entre muestras, con mayor presencia de Tia en las
de fabricacién aditiva. La microestructura caracteristica en las muestras de forjado fue de mill
annealing, en EBM y una de DMLS sometida a recocido fue de Windmastatten mientras que en la otra
de DMLS fue martensitica con aciculas de Tia’. La rugosidad fue similar entre todas las muestras (>0,5
HMm). La microdureza fue semejante entre muestras, mientras que en la dureza la muestra DMLS
recocida presentd el menor valor. Debido a la elevada dispersidn no se pudieron obtener datos
concluyentes del ensayo de cultivo, pero las muestras de fabricacién aditiva presentaron una
tendencia a mayor colonizacién, especialmente las de DMLS (entre 134-155% mas de UFC/cm?ml para
S.aureus, y 80-119% para S.epidermidis en la dilucién 1073 vs. forjado). En la microscopia confocal
destaca la ausencia de muerte bacteriana después de 48h de cultivo y la mayor colonizacién de las
muestras de fabricacién aditiva, al igual que en el FESEM.

Palabras clave: titanio, Ti6Al4V, biomateriales, microestructura, fabricacion aditiva, DMLS, EBM, forja,
microbiologia, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, colonizacién bacteriana, biofilm
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RESUM

Les infeccions periprostétiques (IPP) sdn causades per microorganismes que colonitzen protesis, sent
els principals causants el S.epidermidis i S.aureus. En la literatura cientifica s'ha abordat la interaccié
bacteri-substrat en superficies funcionalitzades de Ti6Al4V, sense estudiar la influéncia de la seua
microestructura, la qual depén del metode de fabricacié emprat (fabricacié additiva) o tractament
aplicat (forjat). L'objectiu d'aquest estudi és desenvolupar aliatges de Ti6Al4V mitjancant forja, EBM i
DMLS i comprovar l'efecte que té la microestructura de cadascuna d'elles en I'adhesié i colonitzacié de
bacteris (S.epidermidis i S.aureus). Per a aix0 es van caracteritzar microestructural, mecanica i
biologicament mostres de Ti6Al4V de forja, EBM i DMLS mitjangant: difraccié de Raigs X, microscopia
optica, microscopia electronica d'escombratge, perfilometria Optica, assaig de duresa i microduresa,
assaig de cultiu bacteria i microscopia confocal de fluorescéncia. Els resultats mostren un patrd de
XRD similar entre mostres, amb major preséncia de Tia en les de fabricacié additiva. La microestructura
caracteristica en les mostres de forjat va ser de mill annealing, en EBM i una de DMLS sotmesa a recuita
va ser de Windmastatten mentre que en l'altra de DMLS va ser martensitica amb acicules de Tia'. La
rugositat va ser similar entre totes les mostres (>0,5 um). La microduresa va ser semblant entre
mostres, mentre que en la duresa la mostra DMLS recuita va presentar el menor valor. A causa de
I'elevada dispersié no es van poder obtindre dades concloents de I'assaig de cultiu, pero les mostres
de fabricacidé additiva van presentar una tendéncia a major colonitzacié, especialment les de DMLS
(entre 134-155% més de UFC/cm?ml per a S.aureus, i 80-119% per a S.epidermidis en la dilucié 103 vs.
forjat). En la microscopia confocal destaca I'abséncia de mort bacteriana després de 48h de cultiu i la
major colonitzacio de les mostres de fabricacid additiva, igual que en el FESEM.

Paraules clau: titani, Ti6Al4V, biomaterials, microestructura, fabricacién additiva, DMLS, EBM, forijat,
microbiologia, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, colonitzacié bacteriana, biofilm



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

ABSTRACT

The periprosthesis infections (PPI) are caused by microorganisms that colonize prosthesis, being the
main causes the S.epidermidis and S.aureus. Scientific literature has addressed the interaction
between bacteria and substrate in functionalized surfaces of Ti6Al4V, without studying the influence
of its microstructure, which depends on the manufacturing method used (additive manufacturing) or
treatment applied (forging). The aim of this study is to develop Ti6Al4V alloys by means of forging,
EBM and DMLS and to check the effect of the microstructure of each one of them has on the adhesion
and colonization of bacteria (S.epidermidis and S.aureus). For this purpose, microstructural,
mechanical and biological samples of Ti6Al4V from forging, EBM and DMLS were characterized by
means of: X-ray diffraction, optical microscopy, scanning electron microscopy, optical profilometry,
hardness and microhardness test, bacterial culture test and fluorescence confocal microscopy. The
results show a similar XRD pattern among samples, with a higher presence of Tia in the additive
manufacturing ones. The characteristic microstructure in the forging samples was of mill annealing, in
EBM and one of DMLS submitted to annealing was of Windmastatten while in the other of DMLS it was
martensitic with Tia' needles. The roughness was similar among all samples (>0.5 um). The
microhardness was similar among samples, while in hardness the annealed DMLS sample presented
the lowest value. Due to the high dispersion, it was not possible to obtain conclusive data from the
culture test, but the samples of additive manufacture showed a tendency to higher colonization,
especially those of DMLS (between 134-155% more CFU/cm?ml for S.aureus, and 80-119% for
S.epidermidis in the 107 vs. forged dilution). In confocal microscopy, the absence of bacterial death
after 48h of culture and the greater colonization of the samples of additive manufacture stand out, as
in the FESEM.

Keywords: titanium, Ti6Al4V, biomaterials, microstructure, additive manufacturing, DMLS, EBM,
forging, microbiology, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, bacterial colonization,
biofilm
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1. Introduccion

El desarrollo y avance de la medicina e ingenieria biomédica en el tratamiento de las enfermedades
junto a los cambios en los habitos de vida se encuentran entre los factores que han propiciado un
aumento en el envejecimiento poblacional.

Segun el INE, en 2018 en Espafia la poblacion mayor de 65 afios supuso aproximadamente un 19,2%
del total mientras que se estima que para 2033 esta cifra alcance el 25,2%, lo que supondria
aproximadamente un total de 12.500.000 personas.

Tal como se indica en el “Informe mundial sobre el envejecimiento y la salud” publicado por la OMS en
2015, el envejecimiento es un proceso natural que conlleva la acumulacién de daiios en los tejidos que
con el tiempo se traducen en una merma en las capacidades fisicas y mentales y una mayor
probabilidad de padecer enfermedades, por lo que en un futuro nos encontraremos con una parte
importante de la poblacién que las tenga o en riesgo de padecerlas.

Una enfermedad tradicionalmente asociada al envejecimiento es la artrosis. Esta enfermedad esta
caracterizada principalmente por la destruccidn del cartilago hialino cuya funcién es la de lubricar y
facilitar el movimiento entre las superficies articulares en contacto. La alteracion de su matriz
extracelular (EMC) conlleva la muerte de los condrocitos, encargados de regenerarlo y esto a su vez
genera cambios en los tejidos circuncidantes como pueden ser el hueso subcondral y la membrana
sinovial provocando en quienes la padecen dolor, inflamacién y rigidez articular dificultando la
movilidad y por ende la calidad de vida (Lépez-armada, M.J., et al., 2004).

El tratamiento inicial de esta enfermedad suele ser conservador y enfocado a paliar el avance y la
sintomatologia mediante antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), ejercicio fisico moderado, pérdida
de peso vy fisioterapia. No obstante, la ausencia de vascularizacién en el cartilago es el principal
obstaculo para la regeneracion de este tejido, por lo que en ocasiones esta degeneracion continta
hasta hacer necesario el abordaje quirdrgico cominmente conocido como artroplastia (Mayo Clinic,
n.d.).

La artroplastia es una intervencion quirdrgica ortopédica que consiste en la reseccién de las superficies
articulares de forma parcial o total y su sustitucién por una protesis, siendo la rodilla y la cadera las
articulaciones mas propensas a ello debido a que estan sometidas a mas cargas (Ferguson et al., 2018).
En Espafia, a nivel nacional no existe un registro del nimero de artroplastias de cadera o rodilla
realizadas, sin embargo, en Catalufia el Servicio Catalan de Salud a través del Registro de Artroplastias
de Cataluia (RACat) recoge informacidn estadistica respecto a estos procedimientos indicando que en
el periodo 2005-2014, inicamente en esta regidn, se realizaron 51.742 artroplastias de caderay 66.882
de rodilla con una prevision de que se mantenga el incremento interanual que se ha dado durante el
intervalo de tiempo analizado (Arias-de la Torre et al., 2017)

Una posible complicacidn derivada de esta intervencién es la infeccion periprotésica (IPP). La IPP, tal
como su nombre indica, es la colonizacién y crecimiento de microorganismos en el implante,
provocando un cuadro sintomatoldgico en el paciente y el posterior fallo de la prdétesis haciendo
necesaria su sustitucién por otra mas grande debido a la pérdida de tejido infectado y a la necesidad
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de realizar una reseccion de tejido sano para asegurar que no se desarrolle una sobreinfeccién
(Gutierrez Zuiiiga et al., 2017).

En 2017 Gutiérrez Zuniga senald que la incidencia de este suceso en la artroplastia total de rodillay de
cadera fue del 2% y 2,4% respectivamente, mientras que en el caso de las artroplastias de revisién la
cifra se duplicaba hasta un 5,6% y un 3,2%. El coste derivado del tratamiento de cada paciente oscila
entre 59.601-65.439S (10 veces mas que su precio basal). Por ello, en 2009 el impacto econémico de
esta complicacién en EEUU ascendid hasta 566 millones de ddlares y se estima que para este afio
(2020) sea de 1.620 millones (Lalani et al., 2008).

Algunos de los microorganismos mas frecuentes en estas infecciones se muestran en la tabla 1.
Muchos de ellos forman parte de la microbiota de la piel y son conocidos en microbiologia médica
como patdgenos oportunistas, siendo el Staphylococcus epidermidis y el Stapyhylococcus aureus los
causantes de 2/3 de las infecciones. La colonizacidon de estas bacterias se puede producir de dos
formas: directamente durante el acto quirdrgico o por via hematdgena, siendo esta la principal via de
entrada del Staphylococcus aureus, por lo que muchas veces, a pesar de las medidas de profilaxis
tomadas en el quirdfano, al estar presentes en el paciente la exposicidon a las mismas es elevada,
pudiendo originar una infeccién, motivo por el cual seran estudiadas en el presente proyecto. (Ariza &
Euba, 2008)

Tabla 1. Microorganismos mas comunes en las IPP (Trampuz & Zimmerli, 2005)

Microorganismo Frecuencia (%)
Estafilococo de coagulasa negativa 30-43
Staphylococcus aureus 12-23
Estreptococos 9-10
Enterococos 3-7
Bacilos gran-negativos 3-6
Anaerobios 2-5
Polimicrobios 10-12
Otros 10-11

En relacién a estas bacterias, ambas pertenecen al género de las Staphylococcus, que esta
caracterizado por presentar una forma esférica con un didmetro entre 0,5-1,5 um y un crecimiento en
forma de racimos de uva, tal como se observa en la figura 1 (Murray, Rosenthal & Pfaller, 2017).

Otra caracteristica destacada es su capacidad de crecer a temperatura comprendidas entre 18-402Cy
su metabolismo anaerobio facultativo, el cual les otorga la capacidad de reproducirse tanto en
condiciones aerobias como anaerobias, aumentando el rango de entornos en los que pueden
desarrollarse.

10
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Asimismo, el S.aureus y S.epidermidis son dos bacterias
Gram-positivas y catalasa-positivas. Las bacterias Gram-
positivas son aquellas que presentan una envoltura
compuesta por una membrana plasmatica y una pared
celular formada por peptidoglucanos unidos gracias a
moléculas de acido lipoteicoico (figura 2), mientras que las
bacterias catalasa-positivas son aquellas que producen la

enzima catalasa, encargada de descomponer el perdxido de
hidrogeno en oxigeno y agua. Esto supone una ventaja frente

Figura 1. Microscopia electrénica de

a los macréfagos, los cuales secretan perdxido de hidrégeno Staphylococcus  aureus  (Murray,
con una finalidad microbiocida. Un efecto colateral de la Rosenthal & Pfaller, 2017).

secrecién de catalasa es el aumento de la respuesta

inflamatoria local debido a la liberacidn de citocinas inflamatorias como la Interleucina-6 (IL-6) y Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) por parte de los macrofagos debido a su incapacidad para contener la

infeccidn. (Das, Saha, & Bishayi, 2008)(Namvar et al., 2014)

Ademas, el S.aureus es coagulasa-positivo, lo que significa que libera coagulasa, que en la sangre
reacciona con la protrombina. Esto forma un complejo que produce la conversidn de fibrina en
fibrindgeno, generando una barrera de coagulo alrededor de si y que la protege de la accion de las
células inmunes.

Wall teichoic .
i acid Peptidoglycan
@ ~_— Lipoteichoic
Cell wall acid
Plasma

Figura 2. Pared celular de las bacterias Grampositivas. Fuente: Pearson education inc.

En relacidn a como estas bacterias colonizan las superficies de los implantes y proétesis, cada vez existe
mas consenso de que lo hacen en forma de biofilms (figura 3). A consecuencia de esto, cada vez hay
un mayor interés por parte de la comunidad cientifica en comprender los fendmenos de generacién
de estas peliculas para poder elaborar estrategias de prevencién y diagndstico precoz. Tal como indica
Dibartola (2017), esto se puede observar en el nimero de publicaciones que relacionan los biofilms y
las protesis ortopédicas, que en el periodo comprendido entre 2001-2017 pasaron de apenas 10
publicaciones al afio a mas de 120.

11
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Los biofilms son estructuras organizadas compuestas por una
matriz extracelular autoproducida formada de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) adherida a la superficie y en cuyo
interior se pueden encontrar diferentes tipos de bacterias e
incluso hongos organizados en comunidades complejas vy
heterogéneas con una funcidn definida similar a los organismos
multicelulares. La comunicacion entre ellos se da mediante
moléculas sefializadoras (DNA, proteinas, polisacaridos, etc) a
través de un rudimentario sistema circulatorio compuesto por
canales. Este fenédmeno es conocido como quorum sensing y
permite a las bacterias intercambiar patrones de expresidén génica
induciendo cambios en el fenotipo. Un ejemplo de la sinergia que
se da en estas comunidades es el intercambio de resistencia
frente a un agente antimicrobiano entre una bacteria que posee
esta capacidad y las otras que no la poseen en la misma colonia o
la capacidad de camuflarse frente al sistema inmune del
organismo huésped (Trampuz & Zimmerli, 2005) (Flemming &
Wingender, 2010).

La suma de la matriz, los productos metabdlicos de la actividad
bacteriana y los cambios en el fenotipo inducidos por la
comunicacion interbacteriana otorgan a estas estructuras 1000
veces mas resistencia a los agentes antimicrobianos que si
crecieran de forma aislada. Por ello, el manejo de este tipo de
infecciones muchas veces se torna complicado, pues son

necesarios periodos prolongados de toma de mu

(f

N o~
DNA I~

Figura 3. Biofilm sobre una
superficie (a) y canales de
comunicacion del biofilm (b)
(Flemming & Wingender, 2010)

tiples antibidticos (3-6 meses), hospitalizacion, y en

el peor de los casos multiples cirugias de revisidn y la sustitucidon de la prétesis por otra mas grande

aun (Trampuz & Zimmerli, 2005)(Dibartola et al., 2017).

La formacion de estos biofilms sobre las superficies se puede sintetizar en 5 pasos tal como se muestra

en la figura 4:

Unidn inicial (reversible) de la bacteria con la superficie

Maduracion de la estructura del biofilm

vk wN e

Unidn irreversible con la superficie gracias a la secrecion de EPS
Crecimiento y division de la colonia donde empieza a definirse la arquitectura organizada

Dispersion de bacterias con movilidad y colonizacidn de nuevas superficies
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Figura 4. Desarrollo del biofilm (Jacques, Aragon, & Tremblay, 2010)

Durante la unidn inicial (paso 1), la adhesién de las bacterias con la superficie del biomaterial depende
de dos tipos de factores: los factores inespecificos relacionados con parametros fisicoquimicos o
eléctricos de la superficie (hidrofobicidad, tension superficial, rugosidad, etc.) y factores especificos
del tipo adhesina (Abalos, 2005)(Trampuz & Zimmerli, 2005)(Donlan, 2001).

Por ejemplo, el S. epidermidis y S.aureus, ven favorecida su adhesidn al sustrato durante su fase de
crecimiento gracias a factores de tipo especifico. En esta fase las bacterias se adhieren entre si
mediante adhesinas, que en el caso del S.aureus dependen de ligandos como el fibrindgeno o el
colageno presentes de forma natural en el tejido huésped. La presencia de fibrindgeno o coldgeno en
el sustrato disminuye hasta en 10.000 veces la dosis minima infecciosa de esta bacteria haciendo mas
propenso el desarrollo de una infeccidn. Esto es importante en el caso de los recubrimientos protésicos
de hidrogeles basados en colageno o acido hialurdnico ya que la liberacién de un AINEs o mejora de la
osteointegracién puede suponer un aumento en la probabilidad de desarrollar una infecciéon (Trampuz
& Zimmerli, 2005).

Es por ello que las estrategias de prevencién de la adhesidén bacteriana suponen un punto importante
de accién por parte de la comunidad cientifica y médica para prevenir las IPP, pues son el paso inicial
en la formacién de los biofilms. Durante los Ultimos afios se ha puesto énfasis en conocer la relacién
entre este fendmeno y los factores inespecificos, que en dultima instancia dependen de las
caracteristicas del material con el que se han fabricado las prétesis e implantes.

Una forma de conocer las caracteristicas del material es a partir de su microestructura. A pesar de que
tradicionalmente se ha estudiado la relacién entre esta y las cualidades mecanicas, eléctricas y
quimicas del material, no se ha estudiado en profundidad su relacién con la interaccién con
microorganismos o como también podrian llamarse: propiedades microbioldgicas.

13
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La microestructura de un material es la disposicién que adoptan los atomos que lo componen a nivel
microscépico. En el caso de los metales, los enlaces de tipo metdlico entre los elementos que
conforman la aleacién hacen posible la adopcién de cuatro estructuras cristalinas, que dependiendo
de los elementos o temperatura alcanzada son: cubica centrada en la cara (FCC), cubica centrada en el
cuerpo (BCC), hexagonal compacta (HCP) y tetragonal.

Los principales pardmetros que se estudian para determinarla son el tamafo de grano, fases presentes
y su composicidén, presencia de precipitados descripcién de la estructura, tamafio y forma de la
distribucidn, bordes de grano, interfaz entre distintas fases, dislocaciones y defectos puntuales entre
otros (Clemens, Mayer, & Scheu, 2017).

Por ejemplo, en la figura 5 se muestra un

esquema de la microestructura de un metal o-Phase o 8o fefiane ffoe kifkog)
policristalino con diferentes fases. En ella se r .o‘:'

puede observar la presencia de dos fases

distintas: una fase alfa (BCC) y una fase beta
(FCC), cada una con una composicidon vy

estructura cristalina concretas. Cada una de

estas fases forma una solucién solida donde la o —

estructura cristalina es homogénea y esto es interface
importante pues puede existir cierta boundary Lilm L
heterogeneidad en las propiedades superficiales

a nivel microscépico que dé lugar a una Figura 5. Microestructura de una aleacion
variabilidad en la interaccion con los policristalina heterofasica (Clemens et al.,
microorganismos (Clemens et al., 2017). 2017)

Uno de los materiales mas extendidos en la fabricacién de proétesis e implantes quirurgicos es el Tiy
sus aleaciones, especialmente el Ti6Al4V. Su uso se debe a su elevada resistencia especifica,
biocompatbilidad, mddulo elastico cercano al del hueso y elevada resistencia a la corrosion y al
desgaste en el medio fisioldgico entre otros aspectos (Khorasani et al., 2015). No obstante, el Ti
presenta una escasa actividad bactericida por lo que muchas publicaciones han intentado elaborar
recubrimientos superficiales basados en nanotubos, implantacién idénica de otros elementos
bactericidas, anodizado o recubrimiento de antibidticos para prevenir la colonizacién bacteriana, asi
como intentar determinar la relaciéon entre la adhesion y crecimiento bacterianos y parametros
superficiales como pueden ser la hidrofobicidad, la tensidn superficial o la rugosidad. Sin embargo,
ninguno de estos estudios ha abordado la microestructura y su relacién con la actividad bacteriana
(Valdez-Salas et al., 2019) (Li et al., 2016) .

Respecto a su microestructura, el Ti puro a temperatura ambiente posee una estructura hexagonal
compacta (HCP), comunmente conocida como Tia, sin embargo, a temperaturas superiores a 882 °C
(temperatura de transicion B o B-transus) el Ti sufre una transformacién alotrépica donde pasa a
mostrar una estructura cubica centrada en el cuerpo (BCC) llamada TiB. Mediante la adicion de
aleantes se puede conseguir una estabilizacidn de esta fase a temperatura ambiente. Por ello, en el
ambito biomédico se pueden encontrar tres tipos de aleaciones de Ti en funcion de las fases que las
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compongan: las aleaciones tipo a, las tipo B y las a+B, siendo estas Ultimas las mas usadas y las que se
tratardn en este trabajo (Veiga, Loureiro, & Davim, 2012).

La existencia de mayor o menor cantidad de cada una de estas fases dependerd del aleante que se
afiada al Tiy de las temperaturas alcanzadas durante el proceso de fabricacidn. En la figura 6 se pueden
visualizar los diagramas de fases de los principales aleantes del Ti agrupados en cuatro grupos segun
la fase que estabilicen, siendo estos (Veiga et al., 2012) :

- a-estabilizadores: incrementan la temperatura de transicion B estabilizando la fase a

- B-estabilizadores (isomorfos): incrementan la estabilidad de la fase B en toda la composicién
de la aleacion

- B-estabilizadores (eutectoides): promueven la transformaciéon eutectoide de la fase B

- Neutrales: apenas provocan variaciones en la temperatura de transicién 3

B Bbcc
a r[3 D —— ﬁ
o Y hex
o o
Ti Ti Ti
«-stabilizing neutral 3 -stabilizing
-isomorphous [} -eutectoid

(AlLO.N,C) (Sn,Zr) (Mo,V,Ta,Nb) (Fe,Mn,Cr,Co,Ni,Cu,Si,H)

Figura 6. Diagramas de fase de los aleantes mas comunes del Ti (Max-Planck-Institut Fir
Eisenforschung . (s. f.))

A nivel bioldgico la presencia de fase B a temperatura ambiente reviste especial interés debido a que
permite disminuir el médulo elastico a valores mds cercanos a los del hueso a diferencia de otras
aleaciones como las de CoCrMo, evitando de este modo el fendmeno de apantallamiento de tensiones
por el cual la absorcidn de las tensiones por parte de la prétesis genera la pérdida de masa dsea en la
interfaz de contacto y el fracaso del dispositivo implantado (Niinomi & Nakai, 2011).

En la aleacion de Ti6Al4V, el Al actia como aleante a-estabilizante mientras que el V lo hace como B-
estabilizante, dando lugar a una aleacién a+p, que en equilibrio y a temperatura ambiente presenta
alrededor de un 95% de fase a y un 5% de fase B, distribuida principalmente en el borde de grano
(Babu, 2008) (Murr et al., 2009). Sin embargo, la microestructura no esta Unicamente caracterizada
por la proporcion de las fases presentes en el material, sino que también esta definida por el tamafio,
orientacién y morfologia de los granos, presencia de defectos o dislocaciones e incluso la distribucién
de las fases, y todos estas variables pueden ser controlados mediante la manipulacion de las
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pardmetros en los diferentes métodos de fabricacion y mediante la aplicacién de tratamientos
posteriores, por lo que debido a ello, para una misma aleacion es posible encontrar diferencias en la

microestructura.

Por ejemplo, la morfologia de los granos en el Ti6Al4V puede ser lamelar, equiaxial o una mezcla de
ambas. Mediante la velocidad de enfriamiento desde la temperatura de transicién B es posible
controlar el grosor de las lamelas, de modo que, a mayor velocidad, mas finas serdn estas. Asimismo,
si se aplica trabajo mecanico en el rango de temperaturas de fase a + B (figura 7), es posible obtener
granos equiaxiales debido a la rotura de las lamelas.

Si se atiende al diagrama de fase pseudo-binario de la (figura 7) en la fase a + B existe una temperatura
de transicion martensitica. Si la aleacidn es calentada por encima de esta y luego se realiza un
enfriamiento muy rapido, aparecera en la microestructura una estructura martensitica de fase o’
metaestable, caracterizada por su forma acicular y por presentar unas propiedades mecdnicas
superiores a la fase a (Moiseyev, 2006) (Martin, 2006).

1200 , 8 phase
(BCC)
1100
= S 1050°C
© 1000 E
3 5 995°C
o :
Q :
= 800 (HCP)
£ 750°C
700 i Ms >
0 4 8
%V in Ti-6Al

Figura 7. Diagrama de fase pseudo-binario de la aleacién de Ti6Al4V (Majumdar et al., 2019)

En este trabajo se han analizado y comparado las microestructuras de una aleacion de Ti6Al4V
obtenido a partir de tres tipos de fabricacion diferentes: forja, sinterizado del metal por laser directo
(DMLS) y fusion por haz de electrones (EBM). Por ello, es importante explicar brevemente en que

consiste cada uno de ellos.

El proceso de forjado es un método de deformacidn plastica en el que se modifica la microestructura
del material mediante compresiones a elevada temperatura aplicadas a una pieza sélida. En el titanio,
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los rangos de temperatura en los que se trabaja oscilan entre los 750-1065 9C, y en funcidn de los
mismos y la deformacién que se aplique, se obtendrd una microestructura determinada.

Figura 8. Ti6Al4V as-cast (a) y forjado a 925°C (Fang et al., 2019)

Por ejemplo, tal como se observa en la figura 8, de una microestructura “as-cast” (a), caracterizada por
lamelas de fase a (fase clara) rodeada de estructura  en el borde de grano (fase mas oscura), a 9252C
se pasa a una microestructura con unos granos de fase alfa algo mds redondeados y equiaxiales y con
mayor presencia de fase beta.

Si se eleva la temperatura hasta alcanzar casi la temperatura de transicion B (1065 2C) o superarla, la
proporcion de fase alfa disminuye debido a la transformacion a+B->p lo que propicia la aparicion de
unas estructuras aciculares compuestas de fase a+p en la matriz del grano (figura 9)

Figura 9. Ti6Al4V forjado a 10252C (Fang et al., 2019)

Por tanto, dependiendo de la temperatura de forjado y la deformacién aplicada, se generaran unos
cambios tanto en la orientacidn y tamanio de los granos como de las proporciones de fase presentes a
temperatura ambiente, lo que finalmente se traducira en unas propiedades distintas.
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En la otra parte se encuentran el DMLS y EBM, los cuales forman parte de las tecnologias conocidas
como de fabricacidon aditiva. Estos procesos estan basados en la obtencidn del sélido capa por capa a
partir de polvos o hilos de material, que son calentados por debajo de la temperatura de fusién o hasta
ella mediante una fuente de energia que puede estar basada en el laser o en los electrones (Herzog et
al., 2016).

El DMLS (figura 10) consiste en generar una pieza

Mirrar Scanning

Loy System

solida a partir de un modelo CAD. Para ello en
primer lugar se genera una capa de polvo

elemental y mediante un haz laser de alta energia Roller

. , <+
localizado sobre las particulas hace que estas sean o
capaces de fusionarse a nivel molecular sin Bed

. . Powder Powder

alcanzar el punto de fusién. Este proceso se repite
generando capa por capa en el eje Z mientras que Tray I fray I
el polvo se deposita en el plano XY (Gardan, 2016). + +

Durante este proceso se alcanzan pronunciados ) o
Figura 10. Esquema de una maquina de

gradientes de temperaturay altas velocidades de
DMLS (Gardan, 2016)

enfriamiento que producen tensiones internas en
la pieza. Asimismo, es frecuente la aparicién de poros debido a que no se alcanza el 100% de la
densidad total, ademas de cierta anisotropia en la microestructura debido al escaneo del haz laser en
una direccidon determinada. Por ello y por la presencia de una estructura de tipo martensitico que
genera una baja ductilidad y elevado médulo elastico, la ASTM en sus estandares F1427 no recomienda
el uso de este método para fabricar implantes y protesis (Becker, T.H., Beck, M. & Scheffer, 2015)
(Mierzejewska, Hudak, & Sidun, 2019).

Filament ~—_

El EBM (figura 11) estd basado en el uso de un haz de electrones

’ . , e s . Grid Cup ="
de alta energia para transferir su energia cinética y fusionar las e
particulas de polvo entre si. Para ello en primer lugar se genera
una capa de polvo con un espesor de entre 50 pm y 200 um y OO s
posteriormente el haz de electrones calienta el material hasta PO
controls x-y motion)
fusionarlo en una atmdsfera inerte y a baja presion (<10 Pa). El Electron Beam — \ /

haz se genera mediante una pistola de electrones que los i

Vacuum Chamber

acelera con un voltaje de 60kV. Posteriormente estos se

Build Platform —

concentran a partir de lentes electromagnéticas y se dirigen con

una bobina magnética en el plano XY fusionando la capa de

polvo. Asimismo, antes de la fusion existe un precalentamiento )

. Figura 11. Esquema de una
de la capa por medio de un haz desenfocado que escanea la o ]
magquina de EBM (Gibson,

superficie varias veces (Herzog et al., 2016) (Gibson, Rosen &
Rosen & Stucker, 2015)

Stucker, 2015).

En resumen, los diferentes métodos de fabricacion y tratamientos dan lugar a diferencias en
pardmetros de la microestructura, entre los que se encuentran el tamafio y borde de grano,
orientacién, proporcién de fases presentes a temperatura ambiente, porosidad, presencia de
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precipitados en la matriz o variaciones en el perfil que pueden inducir un aumento o disminucién de
la colonizacién de bacterias. Estas diferencias a nivel microestructural pueden afectar a los
anteriormente mencionados parametros inespecificos como la rugosidad, tensién superficial o
hidrofobicidad, generando “microceldas” donde las bacterias puedan sentirse mas o menos comodas
para colonizar, lo que puede dar lugar a una distribucién asimétrica de las bacterias sobre la superficie
del material.

En la literatura cientifica no se ha estudiado la interaccién entre la microestructura del Ti6Al4V y la
colonizaciéon de bacterias como el S.epidermidis o S. aureus. Por ejemplo, es posible que estas
presenten una mayor predisposicidn a colonizar estructuras con mayor proporcion de fase beta como
puede ser el borde de grano, por lo que en el caso de que esto se confirmara, se recomendaria evitar
tratamientos o métodos de fabricacién que aumentaran su presencia en la superficie de la prétesis o
implante.
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1.1. Objetivos

Por lo tanto, con todo lo comentado el objetivo general de este estudio es:

1. Desarrollar aleaciones de Ti6Al4V mediante forja, EBM y DMLS y comprobar el efecto que tiene
la microestructura de cada una de ellas en la adhesién y colonizacion de bacterias.

Para alcanzarlo, se han desarrollado los siguientes objetivos especificos:

1.1. Generar las probetas para caracterizar cada método de fabricaciéon

1.2. Determinar las diferencias microestructurales generadas por los distintos procedimientos de
fabricacion

1.3. Conocer las diferencias respecto a las propiedades mecanicas producto de emplear distintos
métodos de fabricacion

1.4. Analizar la relacién entre la microestructura y la colonizacion y adhesion de las bacterias mas
comunes en las IPP.
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2. Planificacion

En este apartado se expone el plan de trabajo para poder llevar a cabo el proyecto en cinco bloques:
elaboracion de las muestras, preparacion de las probetas, andlisis microestructural, andlisis mecanico
y analisis microbioldgico.

2.1.Elaboracion de las muestras

En este trabajo se van a emplear 5 discos de Ti6Al4V obtenidos por diferentes métodos (forja, EBM y
DMLS) con unas dimensiones de 25 mm de diametro y 10 mm de espesor.

La eleccion de 10 mm de espesor responde a poder simular las
condiciones de fabricacion del cuello cénico de un vastago femoral 5 7><
protésico (figura 12), cuyas dimensiones se sitdan alrededor de los N

12 mm. De este modo, se obtendria un disco cuyas caracteristicas

serian similares a si se realizara un corte en el cuello de una prétesis

©10-12 gm
fabricada mediante estos métodos y se empleara en la realizacién ‘—j\
-
de este trabajo. S ‘

Las probetas que se van a estudiar en este proyecto seran
suministradas por tres empresas: Aimee, 3D y Eurocoating

Aimee suministrara un disco obtenido mediante EBM, 3D aportara

un disco fabricado por DMLS y EU proporcionara un disco de EBM y
otro de DMLS, junto al disco de forja fabricado por el Instituto

Tecnolégico de Materiales (ITM) de la Universitat Politecnica de
Valéncia (UPV). Figura 12. Cuello de vastago

) L ) femoral
A pesar de que los parametros de fabricacion y tratamiento

suponen un factor decisivo a la hora de comprender la microestructura de las muestras analizadas, por
motivos de secreto industrial las empresas suministradoras no los van a facilitar.

Asimismo, para asegurar la trazabilidad de las diferentes probetas, se asignara un cddigo
correspondiente al método de fabricacién, tal como se muestra en la tabla 2, acompaiiado de un
numero identificador de la muestra. Estos cddigos también se utilizardn como abreviatura a lo largo
del proyecto para hacer referencia a los cinco grupos.
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Tabla 2. Cédigos de identificacidn de las muestras

Método de fabricacion Fabricante Cadigo
Forja ITM ELI_FOR
Aimee EBM_A
EBM
Eurocoating EBM_EU
3D DMLS_3D
DMLS
Eurocoating DMLS_EU

2.2. Preparacion de las probetas

Este proceso es comun para todos los especimenes ya que en cada uno de ellos se parte de un disco
gue ha de ser cortado en fragmentos mas pequefios y su superficie ha de ser tratada en funcién del
tipo de ensayo que se vaya a realizar.

En primer lugar, se cogera un disco cilindrico como el que se muestra en
la figura 13, se introducird en una mdaquina de corte y se realizaran cortes
perpendiculares de 1.5 mm de grosor para obtener tantas ldaminas como
sea posible.

Una de estas laminas se reservard para realizar la prueba de DRX,
mientras que la media luna fruto del primer corte del disco se reservara
para la prueba de FESEM.

Dichas l|daminas se cortaran longitudinalmente por la mitad vy

Figura 13. Disco de
Ti6AI4V

posteriormente se realizardn cortes en las mismas de entre 5 y 10 mm,
dependiendo de la longitud total de la media lamina y buscando optimizar
el nimero de muestras que se puedan obtener de cada una.

El nimero deseable de muestras rectangulares que se ha de obtener para poder realizar los ensayos
de microbiologia es entre 20 y 30 muestras, con un tamafio entre 0,5-1 mm de largo y 0,5 mm de
ancho, ya que sera necesario que entren en tubos eppendorf de 1,5 ml.

Para poder realizar el andlisis microestructural mediante FESEM es necesario que las muestras
presenten una superficie lisa libre de imperfecciones y rugosidades. Por tanto, para poder llevar a cabo
el primer paso es necesario embutir las probetas en una mdaquina de embuticidn con resina
conductora, aplicando una fuerza de 15 kN con 7’ de calentamiento a 180°C y 7'de enfriamiento por
recirculacién de agua.
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Después de la embuticién, para nivelar la superficie de las muestras se lijaran sus superficies en un
equipo de esmerilado y pulido mediante discos de lija con distinta granulometria por orden: 200, 500
y 1000 mallas.

Finalmente se puliran las muestras para descartar cualquier imperfeccidon que pudiera quedar en la
superficie. Para ello en primer lugar se llevara a cabo un pulido mediante paio grueso y suspension de
diamante de 9 um y a continuacidn se realizard un pulido final mediante pafio fino y suspensién
coloidal de silice y H;0,.

2.3. Andlisis microestructural y topogrdfico

El objetivo de este analisis es identificar las fases presentes junto a su proporcion y distribucién en las
muestras. Para ello se efectuara un ensayo de difraccion por Rayos X (XRD), microscopia dptica (MO)
y perfilometria éptica.

2.3.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

La difraccion de Rayos X es una prueba cuyos objetivos son:(Clegg, 2003.)

- Conocer las fases presentes a partir de patrones de difracciéon que actian como identificadores
caracteristicos de cada una
- Determinar cuantitativamente la concentracién de cada fase en el espécimen

Para ello se usara una fuente de radiacién de CuKq en la que se aplicara una diferencia de potencial de
30 kV e intensidad de 10 mA para generar Rayos X con una longitud de onda de 1,54 A capaz de
interferir en el espacio interatémico del material. Con estos Rayos X se realizara un barrido desde 20 °
a 90 ° sobre la muestra interaccionado con los electrones de los atomos, siendo dispersados
eldsticamente en distintas direcciones y detectados por un sensor. Las direcciones en las que son
dispersados estdn relacionadas con la repeticidn geométrica cristalina en una celda unitaria mientras
que la intensidad esta relacionada con la distribucién de la densidad electrénica en una celda unidad.
(Clegg, 2003.)

Aplicando la ley de Bragg ( 1) a las direcciones e intensidades de dispersion se obtiene un patréon de
difraccion compuesto por picos y lineas de difraccidn las cuales son funcidn del angulo de difraccidn
20.

A= ZdhktSinH (1)

Donde dhk: es la distancia perpendicular entre planos cristalograficos, A es la longitud de onda de los
Rayos Xy © es el angulo entre el haz incidente y la normal al plano cristalografico reflector. A partir de
la medicion de los angulos en los que los Rayos X abandonan la estructura cristalina se puede
determinar la distancia interplanar de cualquier fase cristalografica (Chatterjee, 2001).
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Finalmente, comparando el patrén de difraccién con bases de datos se pueden determinar el plano
cristalografico, fase y porcentaje de la misma presente en cada muestra.

Para poder llevar a cabo esto, en primer lugar, el software integrado en el difractor de Rayos X ofrecerd
varios archivos entre los cuales se encuentra un .txt con el patrén de difraccion. En él figuraran entre
otros parametros dos columnas donde se muestran las cuentas y el angulo 26 (entre 202 y 902). Para
poder procesarlo se usara el software Maud que ademas de poseer una base de datos con patrones
de difraccidn de una gran variedad de materiales y fases, ofrece la posibilidad de importar patrones de
otras bibliotecas.

Una vez seleccionados los datos del ensayo y las fases con las que se quieren comparar, se realizaran
multiples ajustes por minimos cuadrados (tantas veces como sea necesario hasta que el valor Ry,
permanezca invariable). En cada iteracidn, el software realiza un ajuste entre los datos en crudo
obtenidos del ensayo y los patrones caracteristicos de cada fase. Gracias a ello, sera posible saber el
porcentaje de cada fase presente en las muestras ademas de poder identificar las fases y planos
cristalograficos de cada pico en el patrén de difraccién.

Puesto que las muestras de este estudio son de Ti6Al4V, las fases con las que se va a realizar la
comparacién serdn principalmente Tia y TiB. En el caso de que el ajuste fuese poco preciso o hubiesen
picos sin poder identificar se valoraria la adicidon de éxidos de Ti o compuestos intermetalicos.

La representacion grafica del patrdn de difraccidn se realizara mediante OriginPro 9.0 importando las
columnas de cuentas y angulo del archivo .txt y representando las cuentas/seg vs. angulo 26.

2.3.2. Microscopia Optica (MO)

El objetivo de la microscopia dptica es observar la superficie y con ello la microestructura de las
muestras que previamente habrdn sido pulidas y atacadas quimicamente.

El ataque quimico de la superficie tiene como objetivo diferenciar a partir de un efecto corrosivo las
diferencias microestructurales debido a una diferencia en la intensidad de corrosion superficial o
coloracion.

Para ello se utilizard el reactivo de Kroll compuesto por 100 ml de agua destilada, 3 ml de HF y 6 ml de
HNOs.

El microscopio empleado serd un microscopio éptico de luz reflejada donde la muestra se iluminara
desde arriba, y la luz reflejada por la superficie de la aleacidn generara en el objetivo una imagen.

Se tomaran imagenes de la superficie a 100, 200 y 500 aumentos de cada una de los cinco tipos
diferentes de Ti6Al4V que se dispondra.
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2.3.3. Perfilometria dptica

La perfilometria dptica tridimensional es una técnica de caracterizacién no destructiva cuyo objetivo
es obtener informacidn respecto a la rugosidad superficial de la muestra examinada.

Mediante un microscopio éptico se obtienen multiples imdagenes en el eje Z de la muestra, obteniendo
una imagen tridimensional de la misma. Posteriormente, realizando un tratamiento digital de las
imagenes mediante un software, se obtienen pardmetros referentes a la rugosidad superficial.

Para llevar a cabo este ensayo se tomara una lamina de la superficie cortada de cada espécimen y se
tomaran tres medidas en puntos diferentes de la misma, obteniendo en cada una de ellas la rugosidad
superficial, que se representara mediante la media aritmética (S.) y la media cuadratica (Sq) segun la
ISO 25178.

Asimismo, se tendran en cuenta los valores de asimetria (Ss) y curtosis (Sku) ya que como Sedlacek,
Gregorci¢, & Podgornik indicaron en 2017, estos parametros ofrecen informacién respecto a la
presencia de valles, picos y su densidad en la superficie de las muestras.

Los datos finales se presentaran como la media y desviacién tipica de las tres mediciones realizadas en
cada muestra.

2.4. Caracterizacion mecanica

La caracterizacién de las propiedades mecanicas es otro punto en el estudio de los materiales. No
obstante, puesto que el objetivo final no es la caracterizacién mecanica completa de las aleaciones se
han realizado un pequefio nimero de ensayos entre los que se encuentran los ensayos de dureza y
microdureza Vickers.

2.4.1. Ensayo de dureza

La dureza de un material es la oposicion que ofrece su superficie a ser rayada o penetrada por otro
material. Esta propiedad es importante en el ambito biomédico pues ofrece informacién respecto a su
comportamiento tribolégico permitiendo disefiar y elegir los materiales de las superficies que estardn
en contacto (Zhang, H., 2011).

La medicion de esta propiedad se lleva a cabo aplicando una fuerza contra su superficie mediante un
identador fabricado con un material mas duro (esférico o piramidal).

En este estudio, la dureza se determinara a partir un ensayo de dureza Rockwell que posteriormente
se transformaran a dureza Vickers (HV) mediante una tabla de conversion.
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El ensayo de dureza Rockwell consistird en aplicar una fuerza de 15kp sobre el material mediante una

bola de acero de didmetro 1/16” (escala HR15T) siguiendo la norma ASTM E18-20 sobre ensayos de
dureza Rockwell en materiales metalicos.

En esta normal el ensayo consta de tres pasos tal como se muestra en la figura 14:

1. En primer lugar, el identador entra en contacto con la muestra aplicando una fuerza inicial Fo
mantenida en el tiempo midiendo la profundidad h.

2. A continuacién, se afiade una fuerza adicional (F;) de forma controlada alcanzando la F total
(15 kp en este caso) que de nuevo se mantendra durante un tiempo.

3. Seguidamente, se eliminara la fuerza adicional (F:) volviendo a la fuerza inicial (Fo) que se
mantendra durante un tiempo especifico midiendo la profundidad final de identacion (h,).

4
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rmeasurement
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o et
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Figura 14. Diagrama del test de dureza Rockwell (ASTM E18-20, 2020)

Para un identador tipo bola, la dureza Rockwell y la dureza superficial se obtendran a partir de las
siguientes ecuaciones:

h(mm) = h; —hy (2)
Dureza Rockwell (HR15T) = 130 — ﬁ (3)
Dureza superficial Rockwell (HR15T) = 100 — ﬁ (4)

El ensayo se realizarad cinco veces en puntos diferentes de la superficie obteniéndose como valor
representativo de la dureza de esa muestra la media junto a la desviacién estandar.

En ultimo lugar, siguiendo las tablas de conversidn proporcionadas por la ASTM en su norma ASTM
E140-12b (2019) se realizara el cambio de los valores obtenidos a dureza Vickers (HV).
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2.4.2. Ensayo de microdureza (Voort, 2000)

El propdsito de este ensayo es el de obtener informacién respecto a la dureza de un grano o compuesto
homogéneo a diferencia del ensayo de dureza, donde el tamafio del identador abarca varios granos
siendo el valor obtenido resultado de la heterogeneidad de los mismos.

— \\\‘ Operating

position

Figura 15. Identacidén de una muestra

En este caso se realizara un ensayo de microdureza Vickers en el que mediante un microscopio dptico
se realizard un barrido de la superficie de la muestra para seleccionar un punto de aplicacién del
identador piramidal de diamante donde no existan poros u otras imperfecciones, teniendo asimismo
en cuenta que la zona en la que se aplica la carga ha de ser homogénea.

A continuacién, el microscopio se intercambia con el identador y se aplica una carga mantenida
durante un tiempo concreto. Tras ello, el identador se intercambia de nuevo con el objetivo y mediante
un software se calcula la longitud de las diagonales.

La microdureza Vickers (HV) se obtiene a partir de la siguiente formula:

1854,4*P
HV = —— (5)

Donde:
P= carga aplicada en gramos
d=longitud de la diagonal mayor en um

El cdlculo de este valor se realiza de forma automatica por el programa integrado, no obstante,
también ofrece los valores de la longitud de las diagonales para poder realizarse de forma manual.

Para conocer la microdureza, se realizard un ensayo de dureza HV 0.3 con identador piramidal de
diamante en cada uno de los especimenes (figura 15). Para ello se partirda de una muestra cuya
superficie haya sido previamente lijada y pulida y se realizard la medicidn en 5 puntos distintos, con
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una P=300 gramos VY tapiicacisn=12 seg. Finalmente, el resultado de cada espécimen se mostrara a partir
de la media y desviacidn tipica de dichas mediciones.

2.5. Caracterizacion microbiolégica

En este apartado se pretende determinar el grado de interaccion entre la superficie de las diferentes
muestras y las cepas bacterianas de S.epidermidis y S.aureus.

Para ello se realizara un ensayo de colonizacidn durante 48 horas, un estudio de microscopia confocal
de las superficies colonizadas y un andlisis de las superficies también colonizadas, pero utilizando
microscopia electrénica de barrido de emisidon de campo (FESEM).

La parte correspondiente a este apartado, salvo la realizacion de la prueba de FESEM, se llevara a cabo
bajo la tutela del equipo de Infecciones Graves del Instituto de Investigacién Sanitaria de la Fe.

2.5.1. Ensayo de colonizacidon

El objetivo de la caracterizacion microbiolégica es determinar mediante un ensayo de colonizacion el
grado de interaccidon entre la superficie del material y las bacterias estudiadas.

Antes de llevar a cabo el mismo, es necesario que las muestras sean sometidas a una preparacién
previa que consiste en una limpieza de la superficie y una posterior esterilizacion, para asegurar de
este modo que la superficie que se va a examinar no presente ningin compuesto o microorganismo
que interaccione con el ensayo alterando los resultados.

La limpieza se efectuard mediante un bafio en ultrasonidos a 402C en una disolucién 50/50 de acetona
y alcohol durante 10 min y un posterior bafio en ultrasonidos a 402C en agua destilada durante 10 min
para eliminar cualquier rastro de la acetona. A continuacidn, se secaran las muestras y se introduciran
una a una en un sobre para esterilizacién, que serd adecuadamente etiquetado para no perder la
trazabilidad durante el proceso de esterilizacion.

Durante la esterilizacidn, se llevard a cabo un autoclavado de las muestras a una temperatura de 1219C
y presion maxima de 110 kPa durante 30-50 minutos.

Asimismo, como se ha de realizar una inoculacién de las muestras también serd necesario la
preparacion de un cultivo en TSA (Agar Triptona-Soja) de las cepas cedidas por el Instituto de
Investigacion Sanitaria de la Fe, que en este caso seran la Staphylococcus aureus V329 y Staphylococcus
epidermidis RP62A. Este cultivo en placa se realizard 24 horas antes de la inoculacién y para ello se
sembrardan directamente las cepas almacenadas del stock congelado a -802C.
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Una vez hecha esta preparacion previa, el esquema que se va a seguir para llevar a cabo el método de
diluciones seriadas sera como el que se muestra en la figura 16, el cual consta de los siguientes pasos:

A 48 h
=y 37°C

It
'
R
%

B 24 h
» 37°C

Figura 16. Pasos del ensayo de colonizacidon (1: generacion del inéculo, 2:
inoculacidn de las muestras, 3: incubacion, 4: limpieza de los discos y medio,
5: sonicacidén, 6: diluciones seriadas, 7: siembra en placa agar, 8: incubacién

y 9: conteo de UFC

1. Generacidn de unindculo de la cepa bacteriana.

Este indculo se preparara en condiciones de esterilidad bien en campana de bioseguridad o por
proximidad a una llama.

Para ello, con un asa de siembra se tomara una colonia y se resuspendera dentro del tubo, para
posteriormente disgregar la colonia mediante un agitador vértex. Después se medira la turbidez del
inéculo con un turbidimetro, teniendo que obtener un valor de 0,5 en el estandar McFarland el cual
corresponde a 1,5x10% UFC/ml.

En el caso de que la turbidez sea inferior se repetiria el proceso tomando una nueva colonia,
resuspendiéndola y agitando mediante agitador vértez. En el caso opuesto, donde el valor fuese mayor
a 0,5 se tomarian 200 pl del indculo, se desecharian y se verterian 200 pul de PBS, midiendo de nuevo
la turbidez repitiendo este paso tantas veces como fuesen necesarias.
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2. Inoculacién de la cepa bacteriana sobre las muestras.

Para ello, dentro de la campana de bioseguridad se depositaran tres muestras de cada tipo (forja,
EBM_AI, EBM_EU, DMLS_3D y DMLS_EU) en pocillos separados, obteniendo un total de 15 muestras
por microplaca. A continuacién, se vertera 1 ml de una disolucidn de TBS (caldo de soja tripticaseina)
+ 0,25 % glucosa en cada pocillo y en cuatro pocillos mds sin muestras de titanio, de los cuales dos
seran el control positivo que asegurara que el indculo preparado previamente era viable, y las otras
dos serdn controles negativos para asegurar que el medio de cultivo de TBS + 0,25% glucosa no estaba
contaminado.

Después se verteran 20 pl del indculo bacteriano en cada pocillo y en los dos pocillos destinados a
control positivo.

3. Incubacién en estufa.
Una vez inoculadas las muestras, se introducira la microplaca en la estufa a 372C durante 48 horas

Puesto que cabe la posibilidad de que los controles negativos puedan contaminarse durante el proceso
de inoculacién, para aumentar el control sobre el proceso también se introducira durante 48h en la
estufa el tubo Falcon o frasco con el medio de cultivo utilizado para rellenar los pocillos. De este modo,
si hay crecimiento bacteriano en el control negativo, pero no en el medio de cultivo se sabra que ha
sido durante el proceso, en caso de no hacerlo no se podra saber si estaba contaminado o no.

4. Limpieza del medio de cultivo y eliminacién de bacterias no adheridas

Este paso también se realizard en condiciones de esterilidad, por lo que se llevard a cabo de nuevo en
la campana de bioseguridad. En él se realizara una extraccidén aséptica del medio de cultivo de cada
pocillo mediante un aspirador de vacio evitando tocar la muestra para no dafiar el posible biofilm
generado sobre su superficie. Después se vertera en cada pocillo 1 ml de PBS para lavarlo y se volvera
a succionar el liquido. Posteriormente, se introducird cada muestra en un tubo Eppendorf con 1 ml de
TSB estéril previamente cargado.

5. Desprendimiento de las bacterias adheridas a la superficie

Mediante agitacion y sonicacidn se pretende desprender el biofilm de la superficie de la muestra para
que este pase al medio. Para ello, en cada tubo Eppendorf se realizara una agitacion vorticial durante
1 min a 2500 rpm. Después se realizarad una sonicacién durante 5 min a 50 kHz y finalmente se volvera
a realizar una agitacion vorticial, 1 min a 2500 rpm.

6. Diluciones seriadas

El método de diluciones seriadas es una técnica que permite conocer el nimero de gérmenes viables
en una muestra a partir de la determinaciéon del pardmetro de unidades formadoras de colonias
/ml*ecm? (UFC/ml*cm?). Puesto que una colonia puede estar formada por uno o mas microorganismos
viables, para evitar esta infraestimacion se efectian sucesivas diluciones y posteriores sembrados.

Para realizar las diluciones, en condiciones de esterilidad, se preparard en una regleta 5 tubos
eppendorf por cada muestra y se cargaran con 0,9 ml de solucidn fisiolégica NaCl al 0,9%. Para llevar
a cabo la primera dilucién (1/10) se tomaran 100 pl de TSB del tubo eppendorf con la muestra

30



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

inoculada de titanio y se verteran en un tubo eppendorf. A continuacidn, se cargaran 100 pl de este
tubo que se verteran en el tubo de la dilucién 1/100, repitiendo este proceso hasta alcanzar la dilucién
1/105.

7. Siembra en placas agar

De nuevo en condiciones de esterilidad, se realizara el
sembrado de las muestras en placas agar de TSA. Para ello se
rotularan las placas con el identificador de la muestra y en
una fila se indicara el factor de dilucidon que se va a sembrar
en cada columna de la placa (sin diluir,-1,-2,-3,-4 o -5) tal
como se observa en la figura 17. A continuacion, se verteran
de dos en dos 10 pul de cada eppendorf correspondientes al
factor de dilucién rotulado en la placa, y se inclinard esta
ligeramente para que la gota caiga formando una columna,
evitando que cada columna se fusione o que toque el borde
de la placa (figura 18).

Figura 18. Siembra de 10ul (izquierda) y extension por inclinacién de la placa (derecha)

8. Incubacion de las placas agar
Después del sembrado, se incubaran las placas sembradas durante 48h a 372C en estufa.
9. Conteo de UFC

En ultimo lugar, se realizard un conteo de las colonias formadas en cada columna, correspondiente a
un factor de dilucién determinado, para poder obtener las UFC/cm?ml.

Para calcular este parametro se empleara la formula que se muestra a continuacion:

UFC N2 colonias . . ./
= — * inversa factor de diluciéon (6)
mlxcm?2 ml sembrados en placax*superficie expuesta
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A la hora de realizar el conteo, es necesario considerar que para diluciones donde el nimero de
colonias es elevado (>300) y estas crezcan de forma agregada, el error durante el conteo serda muy alto
por lo que se consideraran como no contables. Asimismo, si en una dilucién hay alrededor de 20
colonias, es posible que la dilucién menor sea ya no contable.

De igual modo, es importante aplicar este protocolo una vez por cada cepa antes de determinar los
factores de dilucién finales, sembrando todas las diluciones (de -1 a -5) y sin diluir, con el objetivo de
observar en cuales hay un crecimiento o no. Por ejemplo, puede darse el caso que para las diluciones
ala-4 o0 -5 no hubiese un crecimiento de UFCy en las diluciones a la -1 fuesen no contables, por tanto,
se ajustarian los sembrados en placa a las diluciones -2 y -3.

2.5.2. Microscopia confocal de fluorescencia

La microscopia confocal es un tipo de microscopia de fluorescencia que permite obtener imdgenes de
muestras bioldgicas con una elevada resolucidn gracias a la posibilidad de captar secciones a lo largo
del eje z de una muestra que previamente ha sido marcada mediante fluorescencia.

Para obtener las imagenes utiliza una fuente de luz Luz laser ,
. Diafragma
Iaser capaz de focalizar la luz en un punto del plano a " (PINHOLE)
una longitud de onda que abarca desde el azul hasta L F— I

el rojo lejano. Este haz laser realiza un escaneo rapido I

Divisor

del haz Detector

a lo largo del plano, recogiendo la fluorescencia

emitida en cada punto y filtrando la sefial procedente

de fuera del foco gracias a un diafragma denominado Objetivo
pinhole (figura 19) (Universitat d’Alacant, 2011).

El objetivo final de esta prueba serd analizar

- "_ Muestra
cualitativamente si existen diferencias atribuibles a la -
microestructura en la colonizacidn superficial de
las muestras por parte de las bacterias Figura 19. Esquema basico de
S-epidermidis y S.aureus. funcionamiento del microscopio confocal
Para llevarlo a cabo, en primer lugar, se (Universitat d’Alacant, 2011)

ejecutaran los pasos 1 a 3 explicados en el

apartado 2.5.2 de planificacién (ensayo de colonizacién). A continuacidn, puesto que es necesario el
fendmeno de fluorescencia para analizar las muestras y las cepas bacterianas analizadas no son
fluorescentes, se marcaran mediante un kit de fluorescencia vida/muerte las bacterias.

Este kit consta de dos colorantes con afinidad por los acidos nucleicos y que difieren en sus
caracteristicas espectrales y en su capacidad de penetracidon en bacterias sanas. El fenédmeno de
fluorescencia se da gracias a que el colorante SYTO® 9 tifie de verde todas las bacterias cuando se usa
por si solo, sin embargo, junto al yoduro de propidio, el cual penetra Unicamente en las bacterias con
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membranas dafadas (muertas), la tincién fluorescente del SYTO 9 disminuye, y las bacterias muertas
se tifien de color rojo.

Finalmente, se analizardn las muestras en el microscopio confocal, tomando imdgenes a 50 y 100
aumentos observando si existen diferencias cualitativas en la fluorescencia o distribucién de las
bacterias sobre la superficie.

2.5.3. Microscopia electrdnica de barrido de emision de campo (FESEM)

El FESEM es una técnica que permite analizar y examinar muestras bioldgicas con una gran resolucidn.

Sus fundamentos fisicos son iguales a los del SEM y para ello emplea un haz de electrones que
interactuara elastica e inelasticamente con la muestra. En la dispersion elastica el electrén incidente
es desviado por el nucleo o por electrones de la capa externa que tengan una energia similar,
disminuyendo su energia y cambiando su angulo de incidencia debido a la interaccidn. Aquellos que
son dispersados a mds de 902 se llaman electrones retrodispersados los cuales presentan energias
mayores a 50 eV y son empleados para conocer la composicidn superficial y obtener informacion sobre
la topografia de la muestra (Zhou, Apkarian, Wang, & Joy, 2007).

Por otra parte, en la dispersién ineldstica hay una transferencia de energia entre los electrones del haz
y los de los dtomos del material que da lugar a una excitacién y generacion de electrones secundarios
caracterizados por energias menores a 50 eV, utilizados para visualizar la rugosidad y superficie en el
orden de 10 nm (Zhou et al., 2007).

Asimismo, fruto de la interaccién del haz de electrones con el material también se generan Rayos X.
Estos rayos se generan cuando un electrén del haz colisiona y desplaza un electréon de la capa interna
del material. Para reestablecer el equilibrio de cargas, un electrén de la capa externa se desplazada
hasta esa vacante ionizandose. Para volver a su estado neutro, el atomo libera un fotén de Rayos X,
que tendrad un pico e intensidad caracteristicos en funcién del dtomo o compuestos presentes,
pudiendo obtener informacion sobre la composicién quimica superficial del espécimen (Zhou et al.,
2007).

La principal diferencia entre el SEM y el FESEM es que en el FESEM se emplea un cafidn de electrones
de emisién de campo capaz de generar electrones de alta y baja energia localizados, incrementando
la resolucion espacial, pudiendo trabajar a potenciales muy bajos (0,02-5 kV) y evitando el dafio de
muestras sensibles como pueden ser las muestras bioldgicas (Universidad Politécnica de Valencia
(UPV), s.f.).

Asimismo, presenta detectores en la lente capaces de detectar los electrones retrodispersados y
secundarios ademas de los caracteristicos rayos X, mejorando la resolucién, contraste y capacidad de
deteccion de la composicidn quimica en puntos concretos de la superficie.

En el examen de muestras bioldgicas seran necesario realizar una preparacion previa de las mismas,
pues la interaccidon del haz de electrones con las bacterias las romperia y disgregaria, haciendo
imposible su andlisis.
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En primer lugar, siguiendo los pasos 1 a 4 del apartado de planificacidn 2.5.2. (ensayo de colonizacion),
se llevara a cabo una inoculacidn e incubacién durante 48 h de dos muestras de los cinco tipos
diferentes analizados durante este proyecto, una de ellas se inoculara con S.epidermidis mientras que
la otra con S.aureus.

Una vez retirado el medio de cultivo, se realizara la criofijacién de las bacterias mediante nitrégeno
liquido (-196 2C). De esta forma, a partir de un enfriamiento ultrarrapido (10° K/S) de las muestras se
congelardn las fases liquidas evitando la formacidn de cristales de hielo y manteniendo su estructura
(Pilhofer et al., 2010).

A continuacion, se introducira la muestra en una camara de alto vacio y se llevara a cabo la sublimacién
del agua de las muestras a -902C durante 7 minutos. El objetivo de este paso es desecar las muestras
para posteriormente poder recubrirlas con un material conductor.

El recubrimiento conductor serd de platino y se efectuara por pulverizacién catddica durante 60
segundos a 10 mA.

Una vez estén las muestras preparadas, se introduciran en el microscopio y se realizard un andlisis a 2
kV, tomando imagenes a 1000, 5000, 15000 y 50000 aumentos en distintas zonas cada muestra.

En el caso de que fuese necesario, se realizara un analisis de las imagenes mediante el software Image)
con tal de analizar parametros como longitudes o areas.
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3. Material y métodos

En esta seccién se mostrardn los materiales y maquinaria empleados, asi como los métodos para
ejecutar los apartados expuestos en el apartado 2 de planificacidn.

3.1. Preparacion de las probetas

A continuacién, se muestran los materiales y métodos para llevar a cabo el corte, embuticidn, lijado,
pulido y desembuticion de las muestras.

Las mdaquinas empleadas fueron:

- Maquina de corte Acuttom-5 de Struers

- Embutidora Labo-Press3 de Struers

- Lijadora Knoth-Rotor-3 de Struers

- Pulidora semiautomatica Rotopo-11 de Struers
- Secador de pelo HT3393 de Clatronic

- Microscopio éptico Eclipse LV100 de Nikon

Mientras que los materiales fueron:

- Polvo de embuticién de resina conductora PolyFast de Struers
- Suspensién de diamante de 9 um DiaPro de Struers

- Agua oxigenada

- Alcohol etilico (959)

- Agua destilada

El corte de las muestras se realizd con la maquina de corte Accutom-5. Para ello en primer lugar, se
colocé la correspondiente hoja de sierra con un grosor de 0,5 mm y se fijé la muestra cilindrica de
forma que su superficie plana quedara horizontal y paralela al suelo. A continuacidon, mediante la
maquina de control numérico incorporada en la maquina, se acercd la hoja de sierra el maximo posible
a la muestra sin llegar a contactar y se calibré esa posicion como el origen.

Teniendo en cuenta que el didametro de la muestra es de 25 mm se determiné un desplazamiento en
el eje X (horizontal) de 28 mm con tal de asegurar que la hoja de sierra atravesara completamente el
fragmento. Asimismo, como el objetivo era obtener probetas con un grosor de 1,5 mm, después de
cada corte se desplazd la hoja de sierra 2 mm en el eje Y, llevando a cabo estos pasos tantas veces
como fueron necesarias hasta obtener el nUmero de [dminas necesarias.

A continuacién, dichas laminas se cortaron por la mitad y posteriormente, las dos mitades obtenidas
de cada I[dmina se cortaron en fragmentos de entre 3 y 6 mm de anchura.
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El proceso de embuticion se efectué mediante la embutidora Labo-Press3 de Struers. Se introdujo la
muestra, se cubrié con resina conductora, se introdujeron los pardmetros indicados en el apartado 2.2.
de planificacidon (preparacién de las probetas) en la embutidora y se ejecutaron. Como la resina
conductora es de color negro, para asegurar la trazabilidad de las muestras embutidas al final de cada
embuticion, mediante un punzdn se escribid el identificador de cada muestra en el lateral de la pastilla
embutida.

A continuacidn, se llevé a cabo el proceso de lijado. Antes de iniciarlo, se vertid en un crisol suficiente
alcohol etilico como para sumergir la muestra embutida y se llené una botella de compresién con agua
destilada.

Posteriormente se colocd el disco de lija de granulometria 220 en la lijadora Knoth-Roto-3, se
seleccionaron 300 revoluciones/min, se abrid la llave del agua de la lijadora y se encendié la maquina.
Para llevar a cabo el lijado de la muestra, la superficie de esta se colocd de forma paralela al disco,
manteniendo una misma orientacién y se aplicé una presién suave y distribuida homogéneamente
sobre la misma para que entrara en contacto con la lija.

Lijada la superficie, se apagd la maquina, se limpié la muestra con agua destilada, se sumergié en el
crisol con alcohol y finalmente se secé mediante el secador.

Con tal de comprobar que se realizé correctamente el lijado, después del secado se colocé la muestra
en el microscopio déptico y se observd que la muestra presentaba lineas de lijado sobre toda su
superficie y que estas llevaban una misma orientacion.

Hecho esto, se procedio a realizar el lijado con los discos de mayor granulometria: 500 y 1000 um. El
procedimiento fue el mismo que para el lijado con 220 um con la particularidad de que al cambiar de
disco se ha de cambiar también la orientacidon de la muestra colocandola perpendicular al anterior
lijado. Asimismo, se comprobé entre cada lijado que toda la superficie presentaba lineas de lijado en
una misma direccion.

Para el pulido de las muestras se utilizé una pulidora semiautomatica Rotopol-11 de Struers. Este
proceso constd de dos pasos: un pulido grueso y un pulido fino.

Para el pulido grueso se colocé el pafio MD-grueso en la pulidora, se dispusieron tres muestras en el
portamuestras, se seleccionaron 300 revoluciones/min y se cargaron 3 ml con la suspensién de
diamante de 9 um DiaPro de Stuers. A continuacién, se encendié la maquina y cada 10 segundos se
vertio una gota en el centro del pafio hasta que se acabé el contenido de la jeringuilla.

Después, se sacaron las muestras y se lavaron las superficies con cuidado con agua para eliminar los
restos de la suspension de diamantes, se sumergieron en alcohol y se secaron de nuevo.

Para el pulido fino se acopl¢ el pafio fino MD-Chem, se colocaron las muestras en el portamuestras, se
seleccionaron 300 revoluciones/min y en un vaso de precipitados se mezclaron 10 ml de suspension
de silice coloidal OP-S Suspensién con 1 ml de agua oxigenada con los que posteriormente se cargd
una jeringuilla.
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Una vez encendida la pulidora, se vertié una gota/seg de la jeringuilla en el centro del pafio hasta que
se acabd su contenido y se limpiaron las muestras tal como en el paso anterior: agua destilada, alcohol
y secado.

Al final del proceso, la superficie de la muestra ha de presentar un efecto espejado. En el caso de que
hubiese un efecto biselado o el efecto no fuese homogéneo se repetiria el proceso de pulido desde el
principio e incluso si fuese necesario el lijado.

3.2. Caracterizacion microestructural y topogrdfica

3.2.1 Difraccion de Rayos X (XRD)

La maquinaria empleada en este ensayo fue:
- Difractdmetro de Rayos X D2 Phaser de Bruker

Para llevar a cabo la XRD se colocé la muestra dentro del difractometro, se indicaron en el software
los parametros especificados en el apartado 2.3.1 de planificacion y se efectud el ensayo.

El procesamiento y analisis de los datos obtenidos se ejecutd igualmente siguiendo las pautas
explicadas en el apartado 2.3.1. de planificacién.

3.2.2. Microscopia oéptica (MO)

El microscopio empleado en esta prueba fue un Nikon Eclipse LV100.

Siguiendo las directrices expuestas en el apartado 2.2.2 de planificacion, se realizé un ataque quimico
de la superficie de las muestras pulidas tomando un algodén, mojandolo del reactivo de Kroll y
frotandolo suavemente contra la superficie.

Se dejo actuar al reactivo durante 2-3 seg, tras los cuales se sumergié la muestra en alcohol etilico
(969), se lavd con agua y finalmente se aclaré con agua destilada.

En el microscopio se realizé un barrido de la superficie y se tomaron imagenes a 50, 100 y 200.

3.2.3. Perfilometria dptica

La maquinaria utilizada para la perfilometria fue el perfildmetro dptico Profilm3D de Filmetric.

En esta prueba se colocd la muestra en el centro del perfilbmetro y mediante el software se autoenfocé
el microscopio sobre la misma. A continuacién, se inicié la captura de imagenes en el eje Z de forma
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automatica gracias al software Profilm, incorporado en el ordenador, y posteriormente se analizaron
los pardmetros de rugosidad S,, Sq, Skw, Y Sku-

Puesto que la superficie de las muestras no era completamente horizontal, antes de calcular los
pardmetros se realizé una normalizacién de las imagenes obtenidas mediante el propio software.

3.3. Caracterizacion mecdnica

3.3.1 Ensayo de dureza Vickers

La Unica maquina usada en este caso fue el durémetro HD9-45 de Centaur.

Siguiendo los pasos indicados en el apartado 2.4.1. de planificacién, se acoplé el identador tipo bola
1/16” en el durémetro, se colocé la muestra y se aplico la fuerza en 5 puntos diferentes de la muestra
anotando el valor en cada medicion.

3.3.2. Ensayo de microdureza Vickers

En este caso, la maquina usada fue el microdurémetro HMV de Shimadzu.

En este caso el propio software del microdurémetro permitié establecer el tipo de ensayo (0.3 HV) y
por tanto, los parametros de fuerza y tiempo descritos en el apartado 2.4.2. de planificacion.

En primer lugar, con el microscopio incorporado al microdurémetro se realizd un escaneo a 40
aumentos de la superficie de la muestra pulida y se seleccioné como punto de aplicacidn de la fuerza
aquella donde no habian irregularidades ni bordes de grano.

Una vez seleccionado el punto, la propia maquina intercambié el objetivo del microscopio por el
identador y aplicd la carga.

Pasado el tiempo de aplicacién de la carga, se volvid a intercambiar el identador por el objetivo del
microscopio, y mediante el propio software integrado, se calculd la longitud de las diagonales de la
identacidn y con ello los valores de microdureza y dureza Vickers HR15N.

El proceso se repitid en 5 puntos distintos de la superficie de cada muestra y se anotaron los valores
obtenidos en cada uno de ellos.

3.4. Caracterizacion microbiologica

En este apartado se mostraran los materiales y métodos realizados en los ensayos de colonizacién,
microscopia confocal y FESEM de las muestras colonizadas.
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3.4.1. Ensayo de colonizacion

Los materiales empleados en este apartado fueron:

- Staphylococcus epidermidis (V329)

- Staphylococcus aureus (RP92A)

- Microplaca de 24 pocillos

- Bolsa de esterilizacién autosellable

- Caldo de cultivo digerido de soja y caseina (TSB)
- Solucién tampén fosfato alcalino (PBS)
- Agar Triptona-Soja (TSA)

- Solucién de glucosa al 20%

- Alcohol etilico (909)

- Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000 pl
- Alcohol etilico (969)

- Acetona

- Agua destilada

- Placas de Petri

La maquinaria fue:

- Pie de rey digital

- Balanza de precision XB 120A de Precisa

- Pipeteador automatico EppendorfResearch Plus de Eppendorf
- Incubadora IN450plus de Memmert

- Autoclave STE-8-D de icanClave

- Limpiador de ultrasonidos Emasonic S30H de Elma

- Aspirador de vacio FTA-1 de Biosan

- Agitador vorticial ZX3 de Velp Scientifica

- Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de Esco

Puesto que para el ensayo microbioldgico es necesario conocer la superficie de las muestras expuesta
a las bacterias, antes de la limpieza y esterilizacién se midieron las dimensiones de cada muestra
mediante un pie de rey digital.

A continuacioén, se limpiaron y esterilizaron las muestras siguiendo los pasos descritos en el protocolo
del apartado 2.5.1.

Asimismo, 24 horas antes del ensayo se realizd un pase de las correspondientes cepas directamente
desde el stock congelado a -802C. Para ello, en condiciones de esterilidad se sembraron en una placa
agar y se introdujeron en estufa de incubacion.

39



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

Para la generacién del indculo, siguiendo los pasos indicados en el apartado 2.5, se tomé una colonia
aislada de S.epidermidis o S.aureus, se introdujo en 2 ml de PBS y se aplicé agitacidon vorticial hasta
disgregarla.

Antes del proceso de inoculacidn, fue necesaria la elaboracion de una disoluciéon de medio de cultivo
TSB con glucosa con tal de facilitar el crecimiento de las bacterias. Como se disponia de una soluciéon
de glucosa filtrada al 20% y se querian preparar 24 ml de TSB+0,25% glucosa, se vertieron en un tubo
Falcon 23,7 ml de TSBy 0,3 ml de glucosa al 20%.

En el paso de inoculacidn e incubacidn se siguieron los pasos descritos en el apartado de planificacion
2.5.1.

Para la limpieza de los discos, se sacé la placa microtituladora de la incubadora y se introdujo en la
cabina de bioseguridad. A continuacion, con un aspirador de vacio se elimind el medio de cultivo de
los pocillos uno a uno, cambiando la punta de pipeta entre cada pocillo para evitar contaminar las
muestras entre si. Después, se vertié cuidadosamente y sin apuntar directamente a la superficie de la
muestra 1 ml de PBS en cada pocillo con el objetivo de lavar y eliminar aquellas bacterias plancténicas
gue no estaban adheridas y posteriormente, se eliminé el ml de PBS con el aspirador de vacio.

Antes de sacar las muestras, se cargaron 15 tubos eppendorf (2 ml) con 1 ml de TSB y con una pinza
estéril por cada muestra se sacaron las mismas de los pocillos y se introdujeron en los tubos, rotulados
con el correspondiente cddigo de identificacion de cada muestra.

Después, siguiendo los pasos indicados en el apartado 2.5. de planificacién, se realizé una agitacion
vorticial, sonicacidn y posterior agitacidn vorticial.

El siguiente paso consistid en realizar las diluciones seriadas. Para ello, en la campana de bioseguridad
se dispusieron por cada muestra 5 tubos eppendorf (1,5 ml) cargados previamente con 0,9 ml de una
disolucién de NaCl 0,9%. En concreto, cada tubo se usé para una dilucién, que fue desde 10 hasta 10°
>, Para realizar la primera dilucién (10?), se aplicé una breve agitacién vorticial (3 seg) al tubo
eppendorf con la muestra y TSB y se tomaron 100 ul del mismo que se vertieron en el tubo rotulado
con la dilucién a la -1. A continuacién, a este tubo (dilucién a la -1) se le aplicé de nuevo agitacion
vorticial, se tomaron 100 pl del mismo y se introdujeron en el tubo de la dilucién a la -2, repitiendo

este proceso hasta que se alcanzd el tubo de la Gltima dilucién (107).

Después, se procedié a realizar la siembra de las diluciones en las placas agar. Para ello se rotulé la
base de la placa con el nimero correspondiente a la dilucién que se vertié en cada columna y se
tomaron 10 pl del eppendorf pertinente a cada dilucidn, se vertieron cual gota sobre el agar y se inclind
ligeramente la placa para que la misma corriera sobre la superficie del agar.

Para las cepas de S. aureus las columnas sembradas correspondieron a las diluciones 107, 102, 103 (2
columnas) y 10 Para el S.epidermidis se sembraron diluciones de 10 (2 columnas), 10, 103y sin
diluir (2 columnas). La eleccion de las mismas responde al ensayo previo realizado por cada cepa tal
como se indicé en el apartado 2.5. de planificacion. En dicho ensayo previo se observd que para el S.
epidermidis a las diluciones 10y 10” no hubo crecimiento, mientras que las UFC en las diluciones 10°
1 aln eran contables.
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Una vez sembradas las placas agar, se introdujeron en incubadora a 372C durante 24 horas y
posteriormente se sacaron y se contaron el nimero de colonias en cada columna de dilucidn,
calculando el UFC/ml*cm?.

3.4.2. Microscopia confocal de fluorescencia

Los materiales utilizados han sido:

- Staphylococcus epidermidis (V329)

- Staphylococcus aureus (RP92A)

- Microplaca de 24 pocillos

- Caldo de cultivo digerido de soja y caseina (TSB)

- Solucién tampdn fosfato alcalino (PBS)

- Solucién de glucosa al 20%

- Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000 pl

- Kit de viabilidad bacterial LIVE/DEATH™ BacLight™

Mientras que la maquinaria usada fue:

- Pipeteador automatico EppendorfResearch Plus de Eppendorf
- Incubadora IN450plus de Memmert

- Agitador vorticial ZX3 de Velp Scientifica

- Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de Esco

- Microscopio Confocal TCS-SP5-AOBS de Leica

Para realizar el ensayo de microscopia confocal en primer lugar se realizé un ensayo de colonizacién
en microplaca siguiendo la misma metodologia que la explicada en el apartado anterior (3.4.1.) e
inoculando S.aureus y S.epidermidis en una muestra de cada tipo.

Pasadas las 48 horas, se sacé la microplaca de la estufa de cultivos, se tifieron las muestras con el kit
de viabilidad bacterial siguiendo las instrucciones marcadas por el fabricante y se tomaron imagenes
de cada muestra a 50 y 100 aumentos.

3.4.3. Microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM)

Los materiales utilizados han sido:

- Staphylococcus epidermidis (V329)
- Staphylococcus aureus (RP92A)
- Microplaca de 24 pocillos
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- Caldo de cultivo digerido de soja y caseina (TSB)
- Solucién tampén fosfato alcalino (PBS)

- Solucién de glucosa al 20%

- Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000 pl

Mientras que la maquinaria usada fue:

- Pipeteador automdtico EppendorfResearch Plus de Eppendorf

- Incubadora IN450plus de Memmert

- Agitador vorticial ZX3 de Velp Scientifica

- Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de Esco

- Microscopio electrénico de barrido de emisién de campo modelo Ultra 55 de Zeiss

Siguiendo los mismos pasos que para el ensayo microbioldgico explicado en el apartado 3.4.1,, se llevd
a cabo la inoculacion de las muestras con ambas cepas y se incubaron en estufa durante 48h a 379C.

A continuacidn, se elimind el medio, y se lavaron las muestras mediante PBS dos veces para descartar
las bacterias no adheridas.

Para asegurar la correcta criogenizacion de las muestras, en primer lugar, se introdujo el nitrégeno
liguido en una cdmara de vacio hasta que alcanzé el punto de nieve. Una vez alcanzado, se elimin¢ el
vacio para que se volviera liquido de nuevo y se sumergié la muestra en el nitrégeno, observando la
formacion de burbujas alrededor de la misma. Cuando el nitrégeno paré de hervir, se saco la muestra
y se sellé de nuevo el nitrégeno y la muestra en la cdmara de vacio.

Cuando se obtuvo el vacio, se volvio a introducir la muestra en nitrégeno y se sacé un poco antes de
que alcanzara el punto de nieve y solidificara.

Manteniendo el vacio, se realizd6 una sublimaciéon de la muestra durante 7 minutos a -902C y a
continuacion se recubrié la misma con Pt mediante pulverizacién catddica para asegurar la conduccién
electrénica.

Finalmente se tomaron imagenes a 100, 1000, 5000, 15000 y 50000 aumentos de distintas zonas de la
superficie.
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4. Resultados y discusion

En esta seccidon se mostrardn los resultados de los tres principales bloques de ensayos realizados:

- Caracterizacidon microestructural y topografica
- Caracterizacion mecanica
- Caracterizacidon microbioldgica

4.1. Caracterizacion microestructural y topogrdfica

En este apartado se mostrardn los resultados de la difraccion de Rayos X, FESEM y perfilometria dptica.

4.1.1. Difraccion de Rayos X (XRD)

En primer lugar, antes de analizar y discutir los resultados de este ensayo es necesario mencionar que
se realizé un tratamiento de los datos eliminando aquellos comprendidos entre los 20 y 302 debido a
la aparicién de ruido en todas las muestras. No obstante, la eliminacion de estos datos no supone una
pérdida de informacion pues no existen picos caracteristicos en el patrén de difraccion del Ti6Al4V
hasta pasados los 302 (Safdar et al., 2012).

Por motivos desconocidos, el ajuste no fue el deseado y los valores de Ry se situaron entre el 15y 23%.
Tal como se indicé en el apartado de planificacion (2.1.1.) se afiadieron otras fases de Ti como el Ti o’
y TiO; obteniendo peor ajuste por lo que se decidié hacerlo finalmente con las fases de Tia y B.

A consecuencia de ello, no se pudo obtener informacion valida respecto al porcentaje en peso de cada
fase en las diferentes muestras. Sin embargo, si que se pudo obtener el patron de difraccion de cada
tipo de muestra, tal como se muestra en la figura 20.

En ellos destaca la aparicion de cuatro picos de intensidad. Los tres picos que se visualizan con mayor
facilidad son el primero (35,32), segundo (38,62) y cuarto (40,49). Son caracteristicos de la fase de Ti a
y representan los planos cristalograficos (100), (002) y (101) respectivamente.

Por otra parte, si se presta mayor atencion se puede apreciar la aparicién de un tercer pico a los 39,49,
camuflado entre las pendientes descendente y ascendente del segundo y cuarto pico. Teniendo en
cuenta el articulo publicado por Safdar et al. en 2012 y las indicaciones del propio software, se puede
afirmar que este pico corresponde a la fase de Ti B y al plano cristalogréfico (110).

En cuanto a la intensidad de los picos, se puede observar que el pico principal de Ti a aumenta en los
métodos de fabricacidn aditiva respecto al forjado. En las dos muestras de EBM se aprecia que el valor
es similar (alrededor de 7500 u.a.), sin embargo, en las de DMLS hay una diferencia de alrededor de
2500 u.a. lo que implica que en la muestra de DMLS_3D hay una mayor cantidad de granos de Ti a con
una orientacion (101).
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Figura 20. Patrones de difraccidén de las muestras de Ti6Al4V obtenidas mediante forja (ELI_FOR),
DMLS (DMLS_EU y DMLS_3D) y EBM (EBM_EU y EBM_AI)
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4.1.2.Microscopia dptica (MO)

En este apartado se realizara el analisis de la microestructura de las muestras observadas mediante
microscopia éptica.

En la figura 21 se muestra la microestructura del Ti6Al4V sometido a un tratamiento de forjado. A 50
aumentos (img. a) se visualiza una distribucién de las fases a y B de Ti con una orientacion vertical en
el sentido de la deformacién durante el forjado. A 200 aumentos (img. b) se observa mejor la estructura
mill annealing representativa del forjado, caracterizada por la presencia de granos a (fase mas clara)
mas 0 menos equiaxiales rodeados de Ti B (fase mas oscura) en borde de grano que también se agrupa
para formar pequenfas insulas a lo largo de la superficie.

Figura 21. Microscopia 6ptica de Ti6Al4V forjado a 50 aumentos (a) y a 200 aumentos (b)

En la figura 22 se muestra la microestructura de una muestra fabricada mediante EBM de la empresa
Aimee. A 50 aumentos (img. a), tal como era esperable se advierte una direccionalidad de los granos
determinada por la propagacion del haz de electrones y resaltada mediante una flecha amarilla.
Asimismo, teniendo en cuenta que la superficie analizada corresponde a un corte transversal al eje z
de formacion de la muestra, también se visualiza la presencia de capas, separadas en la imagen
mediante una linea discontinua blanca y cuyo grosor se encuentra alrededor de los 200 pum.

De igual modo, se puede comprobar la presencia de poros en la superficie de la muestra, lo que indica
gue no se alcanzo la densificacidn de la probeta durante su fabricacion.

En relacion a las fases, a 200 aumentos (img. b) se observa la organizacién de los granos en una
estructura de Windmastatten o laminar, donde la fase a ha crecido en forma de ldminas gruesas y esta
rodeada de ldminas finas de fase B formando pequefias agrupaciones (Boyer, Collings & Welsch, 2007).
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Figura 22. Microscopia éptica de Ti6Al4V obtenido mediante EBM (Aimme) a 50 aumentos (a) y 500
aumentos (b)

En la figura 23 se muestra la microestructura de la aleacién obtenida mediante EBM por la empresa
EU. De nuevo se advierte la direccionalidad de los granos (flecha amarilla en la img. a) y la presencia
de poros y capas de formacidn de un grosor aproximado de 200 um.

Asimismo, se vuelve a observar una estructura de tipo Windmastatten, aunque con una menor
presencia de laminas finas de fase B y mayor proporcidn de fase a.

Figura 23. Microscopia éptica de Ti6Al4V obtenido mediante EBM (EU) a 50 aumentos (a) y a 200
aumentos (b)

En la figura 24. se visualiza la microestructura de la muestra obtenida mediante DMLS por parte de la
empresa 3D. A 50 aumentos (img. a) se percibe una mayor porosidad superficial (pequefios puntos
negros) en comparacion al resto de muestras analizadas. Asimismo, también se advierte la anisotropia
de la microestructura causada por el barrido del haz laser, marcada en la instantanea por una flecha
amarilla y al igual que en las muestras de EBM, la presencia de capas de formacién de un grosor de
aproximadamente 150 um.
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A 200 aumentos (img. b), tal como indicaba la ASTM en sus estandares F1427, se puede visualizar
rodeada por rectdngulos la microestructura martensitica caracterizada por finas aciculas de Ti o’
rodeadas de Ti .

Figura 24. Microestructura de Ti6Al4V obtenido mediante DMLS (3D) a 50 aumentos (a) y a 200
aumentos (b)

Finalmente, en la figura 25 se presenta la microestructura de la muestra fabricada mediante DMLS por
la empresa EU.

En este caso, a 50 aumentos (img. a) debido al ataque quimico de la superficie solo se puede advertir
la direccionalidad de la microestructura, asi como la aparicién de poros, cuya presencia es menor en
comparacion a la muestra anterior.

Figura 25. Microestructura de Ti6Al4V obtenido mediante DMLS (EU) a 50 aumentos (a) y a 200
aumentos (b)
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A 200 aumentos (img. b) se advierte una microestructura de tipo Windmastatten en lugar de la
caracteristica microestructura martensitica de Ti a’ del DMLS, lo que indica la aplicacién de un
tratamiento térmico de recocido con el objetivo de aumentar el tamafio de los granos y con ello
incrementar la ductilidad y eliminar las tensiones internas.

De nuevo, debido al secreto industrial se desconocen los pardmetros de tiempo, temperatura y
enfriamiento aplicados a la muestra.

4.1.3. Perfilometria dptica

En la figura 26 se muestran los resultados de la rugosidad superficial de las muestras.

Respecto al S,, los valores de las muestras de forja, EBM (EU) y DMLS (3D), se encuentran entre 550 y
590 nm mientras que en el caso de EBM (Al) y DMLS (EU), estos valores se incrementan ligeramente
hasta los 708 y 747 nm.

Lo mismo sucede con la Sy, donde las muestras de forja, EBM (EU) y DMLS (3D) presentan valores
menores (entre 700 y 750 nm) en contraste con los mas elevados de EBM (Al) y DMLS (EU), que
alcanzan los 878 nm y 950 nm respectivamente.

Independientemente de los valores mas elevados de rugosidad en las muestras de DMLS_EU y EBM_AI,
en todas las muestras la rugosidad se encuentra por encima del didmetro medio de las bacterias
(0,5um) , por lo que las bacterias se encontrardn con una superficie donde puedan adherirse
facilmente, tal como indicaron de la Pinta et al. en 2019.

Rugosidad superficial de area (ISO 4287)

1,2

ELI_FOR EBM_EU EBM_AI DLMS_EU  DLMS_3D
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Figura 26. Media aritmética (S.) y media cuadrdtica (Sq) de la rugosidad superficial
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A pesar de que la superficie de todas las muestras se encuentra en el mismo estado, ya que ha sido
sometida a maquinado, la mayor rugosidad de las muestras de EBM_Al y DMLS_EU puedan deberse a
su microestructura de tipo Windmastatten ya que en la microscopia éptica eran las dos muestras en
las que se presentaba de forma mas clara esta organizacién.

En la tabla 3 se muestran los valores de Ssc y Sk, los cuales ofrecen informacién respecto a la
distribucidn de los picos y valles presentes en la superficie de las muestras.

Tabla 3. Coeficientes de asimetria (Ss) y curtosis (Sk) de la rugosidad superficial de las muestras.

Forja EBM_EU EBM_AI DMLS_EU DMLS_3D
Sek 0,43+0,03 0,20+0,33 -0,13+0,16 0,63+0,20  0,70+0,23
Sk 3,45+0,72 2,54+0,53 2,85+0,19  3,22+0,46  3,75+1,03

S« mide las variaciones en la simetria respecto a la media de su superficie. Valores positivos de este
pardametro indican la presencia de picos que sobresalen mientras que valores negativos sefialan una
mayor existencia de valles. Por otra parte, S, indica la densidad de probabilidad de la aspereza
superficial. Por debajo de 3 significa que existen pocos picos o valles mientras que por encima de 3
indica que habran muchos (Sedlacek et al., 2017).

Figura 27. Reconstruccién tridimensional de la superficie de Ti6Al4V obtenido mediante forja (A),
EBM (EU:By Al:C) y DMLS (3D:D y EU:E).
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En las muestras de forja y DMLS el perfil es principalmente puntiagudo con una mayor aspereza que
en el caso de las muestras de EBM, ya que sus valores de S« Yy Sk, Se encuentran por encimade Oy 3
respectivamente. Por otra parte, en la muestra de EBM (EU), a pesar de que existen picos estos
aparecen poco en la superficie (Ssk = 2.54 <3) mientras que en la muestra EBM (Al), a diferencia del
resto, destaca la aparicién de mas valles (Ssk=-0.13) aunque la presencia de estos no es predominante,
tal como indica su valor de Sy, (2,85<3).

4.2. Caracterizacion mecdnica

En los siguientes subapartados se muestran los resultados de los ensayos de dureza Rockwell y
microdureza Vickers.

4.2.1. Ensayo de dureza

En la figura 28 se muestran los resultados de la prueba de dureza Rockwell HR15T transformado a
dureza Vickers. Por cada tipo de muestra se tomaron 5 valores de dureza.

Ensayo de dureza Vickers (HV)
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ELI_FOR EBM_EU EBM_AI DMLS_EU DMLS_3D

Figura 28. Ensayo de dureza Vickers (HV) de las muestras de Ti6Al4V

A primera vista, en el grafico de barras destaca el reducido valor de la muestra de DMLS (EU), cuyo
valor de dureza es entre un 33% y un 42% menor que el resto de los especimenes. No obstante, este
valor puede ser explicado a través de su microestructura.

50



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

A pesar de que las muestras fabricadas mediante DMLS presentan una microestructura de aciculas de
Ti o', de las cuales se espera que aumenten la dureza y reduzcan la ductilidad, como ya se menciond
en el anterior apartado de resultados (4.1.4), la muestra DMLS (EU) fue sometida a un tratamiento
térmico de recocido donde la microestructura se reorganizé en una de tipo Windmastatten, en la que
los granos vieron aumentado su tamafio, disminuyendo de este modo la dureza.

Respecto al resto de valores de dureza (HV), los obtenidos en las muestras de forja (294118 HV) son
similares a los obtenidos en otros estudios (Poondla et al.,2009). De igual modo sucedid con las
muestras de EBM_EU y EBM_AI (311449 HV y 293110 HV), cuyo valor se asemeja a los 313 + 4 HV
obtenidos por Kok et al. en 2015.

En ultimo lugar, la muestra de DMLS (3D) es la que mayor media posee (312+8,5 HV) ademas de
presentar valores similares a los obtenidos en otros estudios (Chikwanda, Africa, Booysen, & Ngonda,
2010).

Al igual que sucedié con el analisis de la microestructura, conocer los pardmetros de fabricacién en el
caso de los especimenes obtenidos por fabricacidn aditiva ayudaria tanto a comprender los resultados
como a poder compararlos con otros estudios.

4.2.2.Ensayo de microdureza

En la figura 29 se muestran los resultados del ensayo de microdureza Vickers HV 0.3.

Tal como se puede observar, a diferencia del ensayo de dureza, donde el hecho de que el identador
abarque varios granos de distintas fases e introduzca cierto sesgo en los resultados, en el ensayo de
microdureza como la medicién se realizd sobre un mismo grano, la desviacién es menor y la variacién
entre las muestras se aproxima mds al valor real de las mismas.

Prueba de ello es que el rango en el ensayo de dureza tuvo un valor de 92 HV mientras que en el ensayo
de microdureza 59 HV.

En este caso, se puede observar que los menores valores se encuentran en las muestras de EBM_EU y
EBM_AI(312,4+ 16,3 HVy 313,8 £ 5,4 HV), siendo similares a los obtenidos por Kok et al. en 2015 (320
HV)

En un punto intermedio se situd la muestra de forjado (ELI_FOR), con un valor de 332,8 + 7,9 HV, que
de igual modo se situd en el rango de valores (330-340 HV) observado en otros estudios (Poondla et
al., 2009).

Finalmente, tal como era de esperar, los mayores valores de dureza los presentaron las muestras de
DMLS_EU y DLMS_3D, con 343 + 15,7 HV y 371 + 7,9 HV respectivamente. Esto fue causado por la
presencia de Ti o, el cual incrementa la dureza en detrimento de una pérdida de ductilidad, haciendo
que el especimen de DMLS_3D tuviera el mayor valor de entre todas las muestras ya que presentaba
la tipica estructura martensitica de Ti o, tal como se pudo observar en el la figura 24 de microscopia
Optica (Becker, T.H., Beck, M. & Scheffer, 2015).
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En relacién a la diferencia entre las muestras de DMLS, tal como se mostré durante la microscopia
Optica las muestras de DMLS_EU fueron sometidas a un tratamiento de recocido, lo que provocé un
descenso ligero en la dureza, similar a los resultados obtenidos por Brezinova et al. que en 2016
analizaron muestras obtenidas mediante DMLS sin tratamiento y tras un recocido, obteniendo valores
similares a los de este proyecto ademads de observar el mismo fenémeno.

Ensayo de microdureza HV 0.3
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Figura 29. Resultados del ensayo de microdureza HV 0.3 de las muestras de Ti6Al4V

4.3. Caracterizacion microbiologica

En este apartado se mostrardn y discutiran los resultados obtenidos en el ensayo de colonizacion,
microscopia confocal y FESEM de la superficie de las muestras colonizadas.

4.3.1.Ensayo de colonizacion

En el presente apartado se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de colonizacién durante
48h de las cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

En los ensayos realizados para la S.aureus, tal como se explicd en el apartado 3.4.1. de material y
métodos, se sembraron en las placas agar diluciones de 107, 102, 103, 103y 10, siendo contables las
colonias correspondientes a las diluciones 103 y 10, ya que en el caso de las diluciones 10y 1072 el
nuimero de colonias era tan elevado (>300) que su contabilizacidn se hacia imposible. Con ello, el
tamafio muestral de las diluciones de 103 y 10“fueron n=18 y n=9 respectivamente en cada uno de
los cinco grupos de Ti6Al4V.
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En la tabla 4 se muestran las UFC/cm®ml para los ensayos realizados con S.aureus. Respecto a los
mismos, en primer lugar, es necesario destacar la elevada dispersién que muestran los valores en
ambas diluciones, lo que imposibilitd la realizacién de pruebas de estadistica inferencial.

Tabla 4. Media y desviacion tipica de las UFC /cm?ml de las muestras de Ti6Al4V colonizadas
mediante Staphylococcus aureus

Muestra Dilucién 103 (UFC/cm?ml) Dilucién 10*4(UFC/cm?ml)
ELI_FORIJA 4,7x10%+3,7 x10° 3,7x10°+6,5 x10°
EBM_EU 7,5x10°+3,2 x10° 5,6x10°+3,1 x10°
EBM_AIMEE 8,4x106+4,7 x10° 5,8x10°+5,3 x10°
DMLS_3D 1,2x107+4,1 x10° 9,6x10°+5,2 x10°
DMLS_EU 1,1x107+9,6 x10° 2,2x107+1,0 x10’

No obstante, si se atiende a las medias, en la dilucion de 103 se puede observar una mayor colonizacién
en las muestras obtenidas mediante fabricaciéon aditiva (EBM y DMLS) respecto a la muestra
convencional de forjado. En concreto, las muestras de EBM presentan un 59% (EBM_EU) y un 78%
(EBM_AIMEE) mds de colonizacién que las muestras de forjado, mientras que, las muestras fabricadas
con DMLS aumentaron el crecimiento bacteriano entre un 155% y un 134% (3D y EU) mas.

Respecto a la dilucién de 10, se puede observar la misma tendencia incremental. Las muestras de
EBM presentaban un 51% (EU) y un 56% (AIMEE) mds de bacterias que el forjado, mientras que las
obtenidas por DMLS un 159% (3D) y un 494% (EU) mas, algo que se puede visualizar mejor en la figura
30.
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Ensayo de colonizacién con S. aureus
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Figura 30. Gréfico de barras del ensayo de colonizacién con S. aureus.

En relacién a las muestras colonizadas con S.epidermidis, es necesario aclarar que en el ensayo de
colonizacion previo, cuyo objetivo era determinar las diluciones en las que las UFC eran contables, se
observaron colonias contables en las diluciones 10, 102 y 103, sin embargo, en los ensayos
posteriores las UFC en las diluciones 10 y 102 eran incontables (>300) por lo que solo se pudieron
adquirir datos de la dilucién de 103, contando finalmente con una muestra de n=9 en cada tipo.

Tabla 5. Media y desviacion tipica de las UFC /cm?ml de las muestras de Ti6Al4V colonizadas
mediante Staphylococcus epidermidis

Muestra Dilucién 103 (UFC/cm?ml)
ELI_FORJA 6,1x10°+1,9 x10°
EBM_EU 5,6x10%+4,5 x10°
EBM_AIMEE 7,3x105+4,0 x10°
DMLS_3D 1,4x107+8,7x10°
DMLS_EU 1,1x107+9,7x10°
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Tal como se puede observar en la tabla 5 y figura 31, a excepcién de la muestra de EBM (EU) que
presentd un 9% menos de UFC/cm?ml, el resto de especimenes obtenidos mediante fabricacion aditiva
muestran una mayor colonizacion superficial que el forjado. En concreto, la muestra de EBM (Aimee)
presenta un 19% mas de UFC/cm?ml que la muestra de forja. Por otra parte, las muestras de DMLS
mostraron un 119% (3D) y un 80% (EU) mas de colonias.

Por tanto, pese a la elevada dispersion obtenida, se puede observar en ambas cepas que la
colonizacion de superficies de Ti6Al4V fabricadas mediante DMLS parece ser mayor.

Debido a la ausencia de tiempo y la disponibilidad del equipo necesario, no se pudieron analizar
pardmetros de superficie importantes como pueden ser la mojabilidad o tensiéon superficial, los cuales
podrian haber proporcionado mas informacion respecto al comportamiento de las bacterias ante las
diferentes superficies. Por ejemplo, diversos estudios indican que las superficies hidréfobas presentan
una mayor colonizacién bacteriana que las hidrdfilas, ya que en estas ultimas las bacterias tienen que
competir con el agua para adherirse a la superficie del material (Cerca, Pier, Vilanova, Oliveira, &
Azeredo, 2005).

No obstante, otros estudios sefialan que pardmetros como la composicién quimica, mojabilidad y
tensién superficial ejercen influencia sobre la colonizacién en superficies principalmente pulidas, y
marcan como limite de rugosidad los 0,2 um, por encima de los cuales es la rugosidad la que toma un
rol determinante en la proliferacidon y adhesion de las bacterias, desplazando a las otras variables a un
papel secundario. (Elias et al., 2008) (lvanov a et al., 2010) (Teughels, Van Assche, Sliepen, & Quirynen,
2006).

Ensayo de colonizacion con S. epidermidis
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Figura 31. Gréfico de barras del ensayo de colonizacién con S. aureus

55



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

En el estudio publicado por Szymczyk-Zidtkowska et al. en 2020, analizaron la tensidn superficial y
angulo de contacto de muestras obtenidas mediante EBM con la superficie tras fabricacidn, después
de maquinado y sometidas a arenado o etching. En dicho estudio encontraron que un aumento en la
rugosidad se trasladaba en un aumento del dngulo de contacto (hidrofobicidad) debido a la formacidn
de pequeiias bolsas de aire que alteraban las interacciones intermoleculares entre la fase sélida
(material) y liquida (medio interno), por lo que mayores valores de rugosidad conllevarian una mayor
colonizacién bacteriana.

Asimismo, para el ensayo de colonizacidon mediante S.aureus, obtuvieron que una mayor rugosidad se
traducia en valores méas elevados de UFC ademds de mostrar unos valores similares de UFC (x10°) a los
de este proyecto en las muestras tras maquinado.

En el caso de las muestras de DMLS, en los resultados de la perfilometria dptica (apartado 4.1.3) los
valores de Sy Sk indicaban la ligera presencia de un perfil con picos (S«>0) a lo largo de la superficie
de las muestras (Sku), lo que podria conllevar la aparicion de esas pequefias bolsas de aire que acabarian
provocando un aumento de la hidrofobicidad y por ende de la colonizacién bacteriana. Asimismo Wu
et al. en su estudio realizado en 2011 observaron una concentracién de S.epidermidis en zonas con
una rugosidad superior a su tamafo (0,5 um) algo que se dio en todas las muestras y especialmente
en aquellas obtenidas mediante fabricacidn aditiva, donde los valores de rugosidad eran ligeramente
superiores.

También es importante destacar que, aunque no se realizara una medicién de la porosidad, durante la
inspeccion visual mediante microscopia dptica si que se detecté de forma cualitativa una mayor
presencia de poros en la superficie de las muestras obtenidas mediante DMLS, lo que también supone
un aumento de la superficie y rugosidad.

Otros estudios indican que si que es posible observar una diferencia en la colonizacidn, en este caso
del S.epidermidis, cuando aparece segregacién de elementos con efecto bactericida, como el aluminio,
algo que no se ha dado en este estudio (Wang et al., 2018).

De igual modo, la ausencia de bibliografia o estudios que relacionen las variaciones en la
microestructura del Ti6Al4V con diferencias en la colonizacién de bacterias, ha conllevado una
dificultad para discutir y contrastar los resultados obtenidos. En concreto, se realizd una busqueda
exhaustiva en las principales bases cientificas de datos (Google Scholar, PubMed, Scopus y Web Of
Science) hallando articulos en los que solo se estudiaban tratamientos superficiales y su efecto en
parametros superficiales como la mojabilidad, tension superficial y rugosidad, asi como su repercusion
en la colonizacidn bacteriana.

También es conveniente subrayar que a pesar de que distintos métodos de fabricacion den lugar a
diferencias en la microestructura en una misma aleacién, estas diferencias no son tan notables como
en el caso de que se comparasen distintas aleaciones de titanio. Es posible que, si se hubiesen
analizado y comparado aleaciones por ejemplo de Ti tipo a, tipo a+f y tipo B, donde las variaciones
microestructurales son mas notables, pese a la elevada dispersion producida por trabajar con muestras
bioldgicas, se hubiese podido hallar alguna tendencia o diferencia en el comportamiento de las
bacterias.
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La ausencia de una metodologia comun en la caracterizacién de los biomateriales viene siendo un
problema recurrente, especialmente en los apartados mas bioldgicos de la misma como pueden ser la
corrosidn y cultivos bioldgicos (células y microorganismos). Si bien es importante y fundamental para
el progreso y descubrimiento de nuevos hallazgos la libertad creativa de los investigadores, también
lo es la capacidad de poder comparar resultados entre los mismos, especialmente cuando estos tienen
aplicaciones que conllevan su introduccidn en el cuerpo humano, y para ello es necesario que exista
una normativa sobre que parametros es necesario analizar y cdmo hacerlo.

A lo largo de este trabajo y especialmente en el apartado de resultados y discusion se han encontrado
dificultades ya no solo a la hora de comparar los resultados obtenidos con los de otras investigaciones,
si no los de diferentes publicaciones entre si. Ejemplo de ello son los diferentes métodos empleados
para medir el grado de colonizacién. Unos estudios utilizan las UFC/ml, pero con diferencias en el
protocolo que van desde los medios de cultivo, las condiciones de cultivo (estaticas vs. dinamicas) o el
tiempo de incubacidn hasta el tratamiento del biofilm. Unos utilizan la espectrofotometria y otros
emplean técnicas mas digitales como la monitorizar mediante un microscopio que permite medir las
variaciones en la extensidn superficial que ha sido colonizada. Otro ejemplo importante es la ausencia
de normalizacidn por la superficie que ha sido expuesta a las bacterias en el caso del conteo de UFC.

4.3.2.Microscopia confocal de fluorescencia

En este apartado se mostraran las imagenes tomadas a 100 aumentos de las superficies colonizadas.

En la figura 32 se presentan las muestras que han sido colonizadas por el S.aureus. En ellas destaca la
ausencia de color rojo, lo que seria sindnimo de muerte bacteriana, algo que no ha sucedido durante
las 48 horas de incubacidn.

También es posible observar el crecimiento de las bacterias en agrupaciones, algo que se visualiza
mejor en las zonas con mayor concentracion de intensidad de verde en las muestras fabricadas por
EBM (By C).

Asimismo, también es posible apreciar el contraste en la colonizacién entre las muestras de forjado y
EBM y las muestras de DMLS, lo que estd en consonancia con los resultados obtenidos en el ensayo de
colonizacion.

En la figura 33 se presentan las imagenes tomadas de las muestras colonizadas por el S.epidermidis,
donde de nuevo destacé la ausencia de bacterias muertas en todas las muestras.
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Figura 32. Microscopia confocal fluorescente a 100 aumentos de muestras de Ti6Al4V forjado (A),
obtenido mediante EBM (B: Aimee, C: Eurocoating) y obtenido mediante DMLS (D: 3Dy E:
Eurocoating) colonizadas por S.aureus
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Figura 33. Microscopia confocal fluorescente a 100 aumentos de muestras de Ti6Al4V forjado (A),
obtenido mediante EBM (B: Aimee, C: Eurocoating) y obtenido mediante DMLS (D: 3Dy E:
Eurocoating) colonizadas por S.epidermidis

En comparacién al S.aureus, el patrén de colonizacidén que sigue el S.epidermidis, parece ser diferente.
En este caso, la distribucion y colonizacién por parte de las bacterias se realiza de forma mas
homogénea a lo largo de la superficie a pesar de que existan zonas puntuales donde la intensidad
verde sea mayor.
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Asimismo, en contraste al S.aqureus, a pesar de que se puede apreciar una leve variacidon en la
intensidad de verde entre las muestras de forjado y fabricacidn aditiva, la diferencia no es tan llamativa
y especialmente no lo es en el caso de las muestras obtenidas por DMLS.

4.3.3.Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM)

A continuacién, se muestran diferentes imagenes del examen de microscopia electrénica realizado a
las muestras colonizadas por S. aureus y S.epidermidis, que por cuestiones logisticas se pudo realizar a
todas las muestras salvo a las de EBM de la empresa Eurocoating (EBM_EU).

En la figura 34 se muestra un montaje de imagenes tomadas a 1000 aumentos de la superficie de las
muestras obtenidas mediante forja (12 columna), EBM (22 columna) y DMLS (32 columna) y que han
sido colonizadas por S.epidermidis (12 fila) y S.aureus (22 fila). Durante la inspeccion mediante el
microscopio destacd la presencia de bacterias a lo largo de la superficie en todas las muestras sin
detectarse diferencias cualitativas entre los distintos métodos de fabricacidn estudiados en este
proyecto.

25pm 25pm 25pm

Figura 34. Imagenes tomadas a 1000 aumentos de muestras colonizadas por S.epidermidis (A:forja,
B:EBM_Aimee, C:3D) y S.aureus (D:forja, E: EBM_Aimee, F:3D)
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No obstante, si que se pudieron observar diferencias en el patrén de colonizacién entre ambas cepas
al igual. Tal como se sefialé en la microscopia confocal, el S.epidermidis colonizé6 de forma mas
homogénea todas las superficies mientras que el S.aureus lo hizo mas heterogéneamente, formando
una capa mas lisa de bacterias, sefialada en la imagen mediante flechas blancas, sobre la que crecieron
pequefias colonias o agrupaciones de cientos de miles de bacterias.

En laimagen 35 se presenta a 100 aumentos la superficie de una muestra fabricada mediante DLMS y
colonizada por S.aureus. En ella se puede visualizar mejor el fendmeno de crecimiento en colonias
mencionado anteriormente.

[ - — |
250pm

Figura 35. Superficie de Ti6Al4V obtenida mediante DMLS colonizada por S.aureus (100 aumentos)

En la figura 36 se presentan a 5000 aumentos las superficies de Ti6Al4V obtenidas mediante forjado
colonizadas por S.epidermidis y S.aureus. Para el S.aureus las instantaneas fueron tomadas de una de
las colonias mostradas en la figura 36.

En ella se visualizan algunas diferencias entre ambas bacterias. Por una parte, las bacterias en el
S.epidermidis adoptan una forma redondeada pero mas compactada, intentando dejar el menor hueco
posible entre ellas, mientras que en el S.aureus destaca por su forma mds redondeada y crecimiento
en racimos de uva, dejando algunos huecos entre las mismas.

Asimismo, en los circulos en blanco se resaltan bacterias en fisién binaria, fendmeno que se observa
mejor en la siguiente figura a 15000 aumentos.
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Figura 36. Imagenes tomadas a 5000 aumentos de superficies de Ti6Al4V de forja colonizado por
S.epidermidis (A) y S.aureus (B).

En la figura 37 se muestran imagenes tomadas a 15000 aumentos de muestras de DMLS colonizadas
por S. epidermidis (A) y S.aureus (B).

Mediante el software Imagel se realizd una medicion del didmetro de diversas bacterias aisladas,
situdndose todas en el rango de 0,5-1,5 um. De igual modo, se observd en las bacterias una forma
redondeada y de crecimiento en forma de racimo de uva caracteristicos mencionados en la literatura
(Murray, Rosenthal & Pfaller, 2017).

A estos aumentos se pueden observar mejor las diferencias en la distribucién y crecimiento entre las
dos bacterias estudiadas. En concreto, se percibe que las bacterias de S.epidermidis generaron un
biofilm con mayor compactacién a diferencia del S.aureus, donde las bacterias destacan por su forma
mas redondeada ademas de estar envueltas en algunas zonas de lo que parece ser una matriz de
sustancias extrapoliméricas (EPS), rodeada por circulos en rojo. Esto podria explicar la mayor
acumulacidn del S.aureus en ciertas zonas, mientras que el S.epidermidis se distribuyera de forma mas
homogénea.

Finalmente, en la imagen del S.aureus (B) se sefialan mediante flechas en blanco bacterias en fisidn
binaria, algo que no se visualizé en el S.epidermidis.

62



Anélisis de la influencia del proceso de fabricacion utilizado (forja y fabricacién
aditiva) en el crecimiento de colonias bacterianas en la aleacion Ti6AI4V

Figura 37. Imdagenes a 15000 aumentos de muestras de DLMS colonizadas por S.epidermidis (A) y
S.aureus (B).
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5. Conclusiones
En base a los objetivos definidos, las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

- Enladifraccién de Rayos X todas las muestras presentan un patrén similar caracterizado por
tres picos de mayor intensidad de fase a y la presencia de un pico de menor intensidad de fase
B.

- Entodas las muestras predomina una orientacién de los granos de Ti a en el plano (101), cuyo
pico caracteristico presenta una intensidad mayor en las muestras de fabricacién aditiva
respecto al forjado, similar entre las dos muestras obtenidas por EBM y mayor en las muestras
DMLS_3D respecto a la de DMLS_EU debido al tratamiento térmico de recocido al que fueron
sometidas las ultimas.

- Las muestras de forjado presentan una microestructura de mill annealing, con granos
equiaxiales de fase a orientados en la direccion de la deformacidn y presencia de fase B en
borde de granos y formando insulas. Las muestras de EBM estan caracterizadas por una
estructura lamelar de tipo Windmastatten con una orientacién en el sentido de barrido del
haz, la presencia de pequefios poros y la visualizacién de las capas de formacién. En las
muestras de DMLS_3D destaca la presencia de una microestructura martensitica de aciculas
de Ti o’ con una orientacién en la direccidon de barrido del haz, presencia de pequefios poros
distribucidn por toda la superficie y la separacion de las capas de formacién, mientras que la
microestructura de las muestras de DMLS_EU debido al tratamiento de recocido ha pasado
de una martensitica a una de tipo Windmastatten en la que también se puede observar la
orientacién causada por el barrido del haz.

- La rugosidad superficial de area (S.) es en todas las muestras mayor al limite marcado en la
literatura de 0,2 Um a partir del cual la rugosidad favorece la colonizacién, asi como al didmetro
medio de las bacterias (0,5 um), lo que ha favorecido la colonizacién bacteriana. Asimismo, la
rugosidad es similar en todas las muestras salvo en las de EBM_AI y DMLS_EU, donde era
mayor debido posiblemente a la microestructura de tipo Windmastatten.

- En base a los parametros de asimetria (Ss) y curtosis (Sw) de la perfilometria, las muestras de
forja y DMLS mostraron un perfil ligeramente puntiagudo, las de EBM_EU algo puntiagudo y
las de EBM_AI tuvieron una mayor presencia de valles, aunque estos no fueron
predominantes.

- En el ensayo de dureza Vickers todas las muestras presentaron valores similares en un rango
comprendido entre 293 HV y 313 HV salgo la muestra de DMLS_EU, cuya dureza fue entre un
33 y un 42% menor al resto debido al tratamiento de recocido que aumento el tamafio del
grano en detrimento de la dureza.

- Enel ensayo de microdureza los valores fueron de nuevo similares entre las muestras salvo en
el caso del DMLS_3D, que fue ligeramente mayor (+8-18%) debido a su microestructura
martensitica de aciculas de Ti o, las cuales incrementan la dureza.

- La elevada dispersion de los resultados impidié la realizacién de pruebas de estadistica
inferencial.

- Enlos ensayos realizados con S.epidermidis se pudo visualizar en la dilucién 10 una tendencia
a colonizar mds las muestras obtenidas por fabricacién aditiva en relacion al forjado, salvo en
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las muestras de EBM_EU, cuyas UFC/cm?ml fueron un 9% menores. Entre las dos tecnologias
analizadas destacé la mayor colonizacién de las muestras de DMLS, que presentaron entre un
119% (DMLS_3D) y un 80% (DMLS_EU) mas de UFC.

En el S.aureus también se visualizd una tendencia de mayor formacién de biofilm en las
muestras obtenidas por fabricacidon aditiva, especialmente en las de DMLS, respecto al
forjado. En concreto, para la dilucién 1073, las UFC contabilizadas en EBM_EU y EBM_AI fueron
un 59% y 78% mayor, mientras que en el DMLS_3D y DMLS_EU fueron entre un 155% y 134%.
Para la dilucion 10%, se observé el mismo comportamiento, con un 51% y 56% mas de
colonizacion en EBM_EU y EBM_Aly un 159% y 494% mas en DMLS_3D y DMLS_EU.

La mayor colonizacién de las muestras de DMLS pudo ser debida a la presencia de mayor
porosidad en estas muestras, un perfil ligeramente puntiagudo y mas aspero que el resto de
muestras y una mayor rugosidad, especialmente en las muestras de DMLS_EU.

En la microscopia confocal de fluorescencia se observa una ausencia de muerte bacteriana y
una mayor colonizacién de las muestras de fabricacién aditiva, siendo particularmente mayor
en las de DMLLS.

El patrén de colonizacion del S.aureus es en pequefias colonias a lo largo de la superficie,
mientras que el S.epidermidis destaca por una distribucion mdas homogénea a lo largo de Ia
muestra.

En el FESEM se observa un mayor compactacién de las bacterias de S.epidermidis, mientras
que las de S.aureus exhiben una forma mas redondeada en racimos de uva y la adopcién de
una estructura tridimensional. También se observo la presencia de bacterias de S.aureus en
fision binaria, algo que no sucedid en el S.epidermidis.
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6. Futuras investigaciones

Tal como se ha mencionado, seria interesante investigar otros pardmetros que no se han analizado en
este trabajo como pueden ser la tensién superficial o hidrofobicidad, sefialados en diversos estudios
como determinantes del grado de colonizacién, asi como su relacién con la microestructura.

De igual modo, para eliminar el efecto dominante que tiene la rugosidad sobre otras variables
superficiales y poder estudiar desde un punto de vista mas estricto la interaccién microestructura-
bacteria, se propone para futuros estudios la realizacién de los ensayos sobre superficies pulidas,
especialmente con una R, menor a los 0,2 Um sefialada como punto de inflexion en la colonizacion
bacteriana (Elias et al., 2008).

En relaciéon a los ensayos microbiolégicos, el elevado grado de colonizacién y dispersidon de los
resultados ha impedido la obtencidn de resultados concluyentes. Para ello se propone realizar una
siembra con diluciones menores, un mayor nimero de experimentos, asi como incubar las muestras
durante menos tiempo (12 o 24h) de cara a poder detectar mejor las diferencias entre las muestras.

Asimismo, a pesar de que el S.aureus y S.epidermidis sean las bacterias causantes de 2/3 de las
infecciones periprostéticas, ampliar el estudio a otras bacterias u hongos como Pseudomona
aeruginosa o Candida albicans.

Como se ha comentado, de cara a detectar mejor la influencia de la microestructura se propone el
analisis y comparacién de diferentes aleaciones de Ti como puede ser cp Ti (tipo a), Ti6AlI4V (tipo a+B)
y Ti35Nb (tipo B) asi como la aplicaciéon de tratamientos que den lugar a grandes contrastes en
pardmetros de la microestructura como pueden ser el tamafio del grano o distribucidn de las fases. Un
ejemplo de ello seria el recocido, que genera un engrosamiento de los granos y redistribucién del Ti B
en borde de grano, o un enfriamiento rapido en agua, que provoca la aparicién de aciculas.

Finalmente, se propone el uso de ensayos y técnicas que permitan cuantificar mejor el grado de
colonizacion como puede ser la medicién de la absorbancia a diferentes horas después de la
inoculacidn (2, 16, 24, 36 y 48 h), cuantificar la intensidad de luz en la microscopia confocal u otras
técnicas como la monitorizacidn a tiempo real de la colonizacidn mediante microscopia confocal.
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1. Presupuesto
En este apartado se muestra el presupuesto del presente trabajo final de master.
Este se ha desglosado en tres partes:

- Una primera parte donde se muestran los cuadros de precios

- Una segunda en la que se desglosan los cuadros de precios descompuestos, los cuales estan
constituidos por las diferentes unidades de obra

- Unaterceray ultima en la cual se realizan las mediciones de las distintas unidades de obra que
dan lugar a los capitulos de este trabajo
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1.1. Cuadro de precios

A continuacidén, se muestra los cuadros de precios de la mano de obra, materiales y maquinaria

1.1.1. Cuadro de precios: mano de obra

Cadigo Nombre del recurso Unidades Precio
MOTL Técnico de laboratorio Hora (h) 23,55 €
MOIB Ingeniero Biomédico Hora (h) 39,21 €
Mol Ingeniero jefe Hora (h) 61,55 €
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1.1.2.Cuadro de precios: maquinaria

- Preci Vida util . Preci
Caddigo Nombre del recurso . re.c’|o Id? uti Horas/afio recio(€)/
inversion (€) | (afos) hora
mal Maquina de corte Ac.cutcom 100 18.100 10 1826 0,99
de Struers y utillajes
MQ2 Embutidora LaboPress-3 de 19.000 10 1826 1,04
Struers
MQ3 Lijadora Knoth—R.otf)r-S de Struers 14.500 10 1826 0,79
y utillajes
MQ4 Pulidora semlautomatlc.a Botopol— 27,000 10 1826 147
11 de Struers y utillajes
MQ5 Difractdmetro de Rayos X D2 59,545 7 1826 4,66
Phaser de Bruker
Microscopio electrénico (FESEM)
Ma6 Ultra 55 de Zeiss i i i 25
MQ7 Perfildémetro .OptICO. Profilm 3D de 21.000 10 1826 115
Filmetrics
MQs8 Durémetro HD9-45 de Centaur 4.400 15 1826 0,16
MQ9 Mlcroduro.metro HMV de 28.000 10 1826 153
Shimadzu
Limpiador de ultrasonidos
MQio Elmasonic S30H de Elma 850 > 1826 0,10
MQi1l Autoclave STE-8-D de icanClave 1.850 5 1826 0,20
MQ12 Balanza de preus.lon XB 120A de 495 5 1826 0,05
Precisa
Pipeteador automatico
MQ1i3 EppendorfResearch Plus de 91,50 10 1826 0,01
Eppendorf
MQ14 Incubadora IN450plus de 5.450 10 1826 03
Memmert
MQ15 Estufa de secado Conterm de 4.600 10 1826 0,25
J.P.Selecta
MQ16 Microscopio OptIFO Eclipse LV100 1.104,95 10 1826 0,06
de Nikon
MQ17 Agitador vorticial ZX3 de Velp 345 10 1826 0,02

Scientifica
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Turbidimetro DensiCheck Plus de

MQi8 . . 650 12 1826 0,03
Biomerieux

MQ19 Aspirador d(? vacio FTA-1 de 290 5 1826 0,02
Biosan

MQ20 Contador de c.olonlas CL-570 de 1.450 15 1826 0,05
Sibata

Cabina de bioseguridad clase I
MQ21 AC2-4E de Esco 10.550 10 1826 0,6
MQ22 Microscopio confocal TCS-SP5- i i i 30

AOBS de Leica
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1.1.3. Cuadro de precios: materiales

Cadigo Nombre del recurso Unidades Precio (€)
MA1 Agua destilada Litro (1) 0,70
MA2 Etanol 962 Litro (1) 21
MA3 Acetona Litro (1) 4,25

Polvo de resina .
MA4 conductora Kilogramo (kg) 47
MAS Suspension de Litro (1) 204,2
diamante 9 um
MAG Suspensmh de silice Litro (1) 50
coloidal
MA?7 Agua oxigenada Litro (1) 3,5
MAS PBS Litro (1) 32,42
MA9 TSB Litro (1) 3,1
MA10 TSA Litro (1) 4,5
Solucioén salina 0,9% .

MA11 NaCl Litro (1) 0,72
MA12 Tubo epr:;:lndorf 15 Unidades (ud) 0,03
MA13 Tubo eppendorf 2 ml Unidades (ud) 0,03
MA14 _ Placa Unidades (ud) 2,40

microtituladora

MA15 Placa petri Unidades (ud) 0,27

Puntas de pipeta .
MA1 1
6 (50-1000 ) Unidades (ud) 0,0
Puntas de pipeta .
MA17 1
(2.0-200 pl) Unidades (ud) 0,0
Puntas de pipeta .

1 1
MA18 (0.1-20 ) Unidades (ud) 0,0
MA19 Bolsas de Unidades (ud) 0,03

esterilizacidn

MA20 Tubo Fa:;‘l)” de 50 Unidades (ud) 0,4
MA21 Pipeta graduada Unidades (ud) 0,12

estéril 30 ml
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MA22 Acido fluorhidrico Litro (1) 126
MA23 Acido nitrico Litro (1) 286
Kit de viabilidad
bacteiral
MA24 LIVE/DEATH BacLight Ensayos (ens) 707,45
(4800 ensayos)
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1.2. Cuadro de precios descompuestos

En este apartado se muestran los cuadros de precios descompuestos de las siguientes ocho unidades
de obra definidas en este proyecto:

- UOL1: Difraccidn de Rayos X

- UO2: Perfilometria dptica

- UO3: Microscopia dptica

- UO4: Ensayo de dureza

- UOS5: Ensayo de microdureza

- UOG6: Ensayo de colonizacion bacteriana

- UO7: Microscopia confocal de fluorescencia

- UOS8: Microscopia electrénica (FESEM) del biofilm

De igual modo, se han incluido las siguientes unidades auxiliares:

- UAL: Analisis de resultados

- UA2: Preparacién de las muestras: corte

- UA3: Preparacién de las muestras: embuticion

- UAA4: Preparacién de las muestras: lijado y pulido

- UAS: Preparacién de las muestras: limpieza y esterilizacidon
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Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento | Precio (€) | Importe (€)
uo1 Difraccion de Rayos X de una muestra (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 10 23,55 235,5
MQ5 Difractdmetro de Rayos X (h) 9,5 4,66 44,27
UA1 Analisis de resultados (ud) 3 54,59 163,77
UA2 Preparacion de las muestras: corte (h) 0,16 24,54 3,93
Clase: Mano deobra 235,5 €
Clase: Maquinaria 44,76 €
Clase: Unidad auxiliar 167,77 €
Coste total: 447,96 €
Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento | Precio (€) | Importe (€)
uo2 FESEM de una muestra (ud)
MOTL Técnico de laboratorio (h) 0,33 23,55 7,77
MQ6 Microscopio electrénico (FESEM) (h) 0,33 25 25
UA1 Anilisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
UA2 Preparacion de las muestras: corte (ud) 0,16 24,54 3,93
UA3 Preparacion de las muestras: embuticién 0,16 734 117
(ud)
UA4 Preparacion de las n(wl:Jde)stras: lijado y pulido 0,5 37.19 18,6

Clase:

Clase: Maquinaria

Mano deobra 7,77 €

25€

Clase: Unidad auxiliar 78,28 €

Coste total:

111,05 €
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Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento | Precio (€) | Importe (€)
uo3 Perfilometria optica de una muestra (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 0,33 23,55 7,77
MQ7 Perfildémetro dptico (h) 0,33 1,15 0,38
UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
Clase: Mano deobra 7,77 €
Clase: Maquinaria 0,38 €
Clase: Unidad auxiliar 54,59 €
Coste total: 62,74 €
Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento | Precio (€) | Importe (€)
uo4 Microscopia optica de una muestra (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 0,75 23,55 17,66
MQ16 Microscopio 6ptico (h) 1 0,06 0,06
MA1 Agua destilada (l) 0,1 0,70 0,07
MA22 Acido fluorhidrico (1) 0,003 126 0,38
MA23 Acido nitrico (1) 0,006 286 1,72
UA1 Analisis de resultados (ud) 0,5 54,59 27,29

Clase: Mano de obra
Clase: Maquinaria
Clase: Material
Clase: Unidad auxiliar

Coste total:

17,66 €
0,06 €
2,17 €
27,29 €

47,18 €
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Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio (€) Importe (€)
UOS Ensayo de dureza Rockwell de 5
muestras (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 1,5 23,55 35,32
MQs8 Durémetro HD9-45 de Centaur (h) 1,5 0,16 0,24
UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
Clase: Mano de obra 35,32 €
Clase: Maquinaria 0,24€
Clase: Unidad auxiliar 54,59 €
Coste total: 90,15 €
Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio (€) Importe (€)
UO6 Ensayo de microdureza Vickers de 5
muestras (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 1,5 23,55 35,32
MQ9 Microdurémetro (h) 1,5 1,53 2,29
UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59

Clase: Mano deobra 35,32 €

Clase: Maquinaria 2,29€

Clase: Unidad auxiliar 54,59 €

Coste total:

92,20 €
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Cadigo Descripcidn del recurso Rendimiento Pr(i:(;io Im:)g)rte
Uo7 Ensayo de colonizacion bacteriana de 15
muestras (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 15 23,55 353,25
MA1 Agua destilada (l) 2 0,70 1,40
MA2 Etanol 962 (1) 0,5 21 10,50
MAS PBS (1) 0,017 32,42 0,55
MA9 TSB (1) 0,04 3,10 0,12
MA10 TSA () 1 4,50 4,50
MA11 Solucioén salina 0,9% NaCl (1) 0,7 0,72 0,51
MA12 Tubo eppendorf 1,5 ml (ud) 75 0,03 2,25
MA13 Tubo eppendorf 2 ml (ud) 15 0,03 0,45
MA14 Placa microtituladora (ud) 1 2,40 2,40
MA15 Placa Petri (ud) 15 0,27 4,05
MA16 Puntas de pipeta (100-1000 pl) (ud) 50 0,01 0,5
MA17 Puntas de pipeta (2.0-200 pl) (ud) 105 0,01 1,05
MA18 Puntas de pipeta (0.1-20 pl) (ud) 75 0,01 0,75
MA20 Tubo Falcon 50 ml (ud) 1 0,4 0,4
MA21 Pipeta graduada estéril 30 ml (ud) 1 0,12 0,12
MQ10 Limpiador de uItrasE(IJ:qi:(()rs])Elmasonic S30H de 0,16 0,10 0,02
MQ12 Balanza de precisidon XB 120A de Precisa (h) 0,16 0,05 0,01
MQ13 Pipeteadorpa;ﬂ‘;odn;éEt;cpoeEzzf:(c::;rfResearch 12 0,01 0,12
MQ14 Incubadora IN450plus de Memmert (h) 48 0,3 14,40
MQi7 Agitador vorticial ZX3 de Velp Scientifica (h) 1 0,02 0,02
MQ18 Turbidimetro DensinEE)ck Plus de Biomerieux 0,16 0,03 0,01
MQ19 Aspirador de vacio FTA-1 de Biosan (h) 0,5 0,02 0,01
MQ20 Contador de colonias CL-570 de Sibata (h) 1 0,05 0,05
MQ21 Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de 12 0,6 720

Esco (h)
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UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
UA2 Preparacion de las muestras: corte (ud) 7 24,54 171,78
UAS Prepara.u.on de las muestras: limpieza y 1 42,68 42,68
esterilizacion de 15 muestras (ud)
Clase: Mano de obra  353,25€
Clase: Materiales 29,55 €
Clase: Maquinaria 21,84€
Clase: Unidad auxiliar 269,05 €
Coste total: 673,69 €
Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio Importe
(€) (€)
uos8 Microscopia confocal de 10 muestras (ud)
MOTL Técnica de laboratorio (h) 5 23,55 117,75
MAS PBS (1) 0,017 32,42 0,55
MA9 TSB (1) 0,04 3,10 0,12
MA14 Placa microtituladora (ud) 2 2,40 4,80
MA16 Puntas de pipeta (100-1000 pl) (ud) 25 0,01 0,25
MA17 Puntas de pipeta (2.0-200 pl) (ud) 20 0,01 0,20
MA20 Tubo Falcon 50 ml (ud) 1 0,40 0,40
MA21 Pipeta graduada estéril 30 ml (ud) 1 0,12 0,12
Kit de viabilidad bacteiral LIVE/DEATH
MA24 2 707,4 2,94
BacLight (4800 ensayos) 0 07,45 9
Pipeteador automatico EppendorfResearch
MQl 1 1 1
Qi3 Plus de Eppendorf (h) 0,0 0,0
MQ14 Incubadora IN450plus de Memmert (h) 48 0,3 14,40
MQ18 Turbidimetro DenmeEE)ck Plus de Biomerieux 0,16 0,03 0,01
MQ19 Aspirador de vacio FTA-1 de Biosan (h) 0,5 0,02 0,01
MQ21 Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de 1 0,6 0,6

Esco (h)
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Microscopio confocal TCS-SP5-AOBS de Leica

MQ22 (h) 2 30 60
UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
UA2 Preparacion de las muestras: corte (ud) 3 24,54 73,62
UAS Prepara.ci.én de las muestras: limpieza y 1 42,68 42,68

esterilizacion de 15 muestras (ud)

Clase: Mano deobra 117,75 €

Clase: Materiales 9,38 €

Clase: Maquinaria 75,02 €

Clase: Unidad auxiliar 170,89 €

Coste total: 373,04 €

Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio Importe
(€) (€)
Uo9 Microscopia electronica (FESEM) del biofilm
de 10 muestras(ud)

MOTL Técnico de laboratorio (h) 5 23,55 117,75
MAS8 PBS (1) 0,017 32,42 0,55
MA9 TSB (1) 0,04 3,10 0,12

MA14 Placa microtituladora (ud) 2 2,40 4,80

MA16 Puntas de pipeta (100-1000 pl) (ud) 25 0,01 0,25

MA17 Puntas de pipeta (2.0-200 pl) (ud) 20 0,01 0,20

MA20 Tubo Falcon 50 ml (ud) 1 0,40 0,40

MA21 Pipeta graduada estéril 30 ml (ud) 1 0,12 0,12

wage | COMGGMNEDST 0 o o
MQ6 Microscopio electrénico (FESEM) (h) 3 25 75

MQ13 PipeteadorPa;EZOdrzéEtFi)cpoeEzzf:(ti](;rfResearch 1 0,01 0,01

MQ14 Incubadora IN450plus de Memmert (h) 48 0,3 14,40
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Turbidimetro DensiCheck Plus de Biomerieux

MQ18 (h) 0,16 0,03 0,01
MQ19 Aspirador de vacio FTA-1 de Biosan (h) 0,5 0,02 0,01
MQ21 Cabina de bioseguridad clase Il AC2-4E de 1 0,6 0.6
Esco (h)
UA1l Analisis de resultados (ud) 1 54,59 54,59
UA2 Preparacion de las muestras: corte (ud) 3 24,54 73,62
UAS Preparacion de las muestras: limpieza y 1 42,68 42,68

esterilizacion de 15 muestras (ud)

Clase: Mano de obra 117,75€
Clase: Materiales 10,89 €
Clase: Maquinaria 90,02 €
Clase: Unidad auxiliar 170,89 €
Coste total: 389,55 €
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Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio (€) Importe (€)
UA1 Andlisis de resultados (ud)

MOIB Ingeniero biomédico (h) 1 39,21 39,21

[\ [e]N] Ingeniero Jefe (h) 0,25 61,55 15,38

Clase: Mano de obra 54,59 €

Coste total: 54,59 €
Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento | Precio (€) | Importe (€)
UA2 Preparacion de las muestras: corte (ud)
MOTL Técnico de laboratorio (h) 1 23,55 23,55
MQl Maquina de corte (h) 1 0,99 0,99
Clase: Mano de obra 23,55 €
Clase: Maquinaria 0,99 €
Coste total: 24,54 €
L - . - Precio Importe
Cadigo Descripcion del recurso Rendimiento € €

Preparacion de las muestras: embuticion de una

UA3 muestra (ud)

MOTL Técnico de laboratorio (h) 0,25 23,55 5,88
MQ2 Embutidora (h) 0,25 1,04 0,26
MA4 Polvo de resina conductora (kg) 0,01 47 0,47

Clase: Mano de obra 5,88 €
Clase: Maquinaria 0,99 €
Clase: Materiales 0,47 €

Coste total: 7,34 €
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Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio Importe
(€) (€)
UA4 Preparacion de las muestras: lijado y pulido de
una muestra (ud)
MOTL Técnico de laboratorio (h) 1,25 23,55 29,44
MQ3 Lijadora (h) 0,75 0,79 0,59
MQ4 Pulidora (h) 0,5 1,47 0,735
MA1 Agua destilada (l) 0,1 0,70 0,07
MA2 Etanol (969) (1) 0,25 21 5,25
MA5 Suspension de diamante 9um (1) 0,003 204,2 0,61
MAG6 Suspension silice coloidal (l) 0,01 50 0,5
MA7 Agua oxigenada (l) 0,001 3,5 0,003
Clase: Mano de obra 29,44 €
Clase: Maquinaria 1,32 €
Clase: Materiales 6,43€
Coste total: 37,19 €
Caddigo Descripcion del recurso Rendimiento Precio Importe
(€) (€)
UAS Preparacion de las muestras: limpieza y
esterilizacion de 15 muestras (ud)
MOTL Técnico de laboratorio (h) 1,5 23,55 35,32
MQ10 Limpiador de ultrasonidos (h) 0,16 0,10 0,02
MQi1l Autoclave (h) 0,84 0,20 0,17
MA1 Agua destilada (1) 0,50 0,70 0,35
MA2 Etanol (969) (l) 0,25 21 5,25
MA3 Acetona (l) 0,25 4,25 1,06
MA19 Bolsas de esterilizacion (ud) 17 0,03 0,51
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Clase: Mano deobra 35,32 €

Clase: Maquinaria 0,19 €
Clase: Materiales 7,17 €
Coste total: 42,68 €
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1.3.

Mediciones

(C1) Capitulo 1: Caracterizacion microestructural y topografica de las muestras

Cédigo Descripcion Medicién Precio Importe
uo1 Difraccion de Rayos X de una muestra (ud) 5 447,96 €  2.239,80€
uo2 Perfilometria dptica de una muestra (ud) 5 62,74 € 313,70 €
uo3 Microscopia dptica de una muestra (ud) 5 47,18 € 235,90 €
UA1 Andlisis de resultados (ud) 125 54,59 € 6.823,75 €

TOTAL 9.613,15€

(C2) Capitulo 2: Caracterizacion mecanica de las muestras

Cddigo Descripcion Medicion Precio Importe
uo4 Ensayo de dureza Rockwell 1 90,15 € 90,15 €
Uo5 Ensayo de microdureza Vickers 1 92,20 € 92,20 €
UA1 Andlisis de resultados (ud) 50 54,59 € 2.729,5 €

TOTAL 2.911,85€

(C3) Capitulo 3: Ensayos microbiolégicos

Cadigo Descripcion Medicion Precio Importe

uoe6 Ensayo de colonizacion bacteriana de 15 8 673,69€ 5.389,52€
muestras

uo7 Microscopia confocal de 10 muestras (ud) 1 373,04€ 373,04 €

uos Microscopia electrénica (FESEM) del biofilm de 1 389,55€ 389,55 €
10 muestras(ud)

UA1 Andlisis de resultados (ud) 175 54,59 € 9.553,25 €

TOTAL 15.705,36 €
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1.4. Presupuesto de ejecucion por contrata

Cdodigo  Descripcion Importe

Cc1 Capitulo 1: caracterizacién microestructural y topografica de las 9.613,15€
muestras

Cc2 Capitulo 2: caracterizacién mecdnica de las muestras 2.911,85 €

c3 Capitulo 3: ensayos microbioldégicos 15.705,36 €

TOTAL PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL 28.230,36 €

+ 15 % GASTOS GENERALES 423455 €

+ 6% BENEFICIO INDUSTRIAL

1.693,82 €

SUMA PARCIAL 34.158,73 €

+21% IVA 7.173,33 €
PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA 41.332,07 €

Asciende el presupuesto de ejecucion por contrata a la expresada cantidad de CUARENTA Y UN MIL
TRESCIENTOS TREINTA Y DOS EUROS CON SIETE CENTIMOS.
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