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RESUMEN 

Algunos microorganismos como Staphylococcus aureus tienen la capacidad de adherirse y 

crecer en los alimentos y en las superficies de industrias alimentarias formando 

comunidades complejas denominadas biofilms. Esto es significativamente importante ya 

que pueden causar serios riesgos tanto para la seguridad de los productos alimenticios 

como para la salud de los consumidores. Actualmente se están investigando nuevas 

estrategias para reducir la adhesión bacteriana como por ejemplo la topografía controlada. 

El método de ablación por Interferencia Láser Directa permite la fabricación de estructuras 

repetitivas mediante la irradiación directa de la muestra con un haz de luz. El objetivo de 

este estudio fue caracterizar físico-químicamente las superficies poliméricas modificadas 

por ablación por Interferencia Láser Directa y evaluar su efecto en la adhesión y el 

crecimiento de Staphylococcus aureus. Las propiedades químicas de los sustratos 

poliméricos se estudiaron por Espectroscopía Infrarroja Transformada de Fourier y el 

espectro de absorción reveló la presencia de los grupos funcionales característicos del 

material escogido (poliimida). A su vez, se estudió la hidrofobicidad de las superficies 

mediante la medición del ángulo de contacto, así como también la topografia lograda por 

Microscopía de Fuerza Atómica. Los resultados sobre el efecto de la topografía en la 

adhesión y el crecimiento revelaron que las bacterias poseían un patrón de disposición 

orientado que respondía a la topografía del sustrato. También se encontró un desarrollo 

significativamente menor del biofilm en las superficies estructuradas. Estos resultados son 

importantes para el desarrollo de nuevos materiales como una estrategia innovadora para la 

prevención y el control de la contaminación bacteriana en la industria de alimentos. 
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ABSTRACT 

Some microorganisms such as Staphylococcus aureus have the ability to adhere and grow 

in food and food industries surfaces forming complex communities called biofilms. This is 

significantly important because it can cause serious risks to the safety of foodstuffs and the 

health of consumers. Currently it has been investigating new strategies to reduce bacteria] 

adhesion such as controlled topography. The method of Direct Laser Interference 

patterning allows the manufacturing of repetitive structures by direct irradiation of the 

sample with a light beam. The aim of this study was to characterize physico-chemically 

polymers modified by Direct Laser Interference patterning and to evaluate its effect on the 

adhesion and growth of Staphylococcus aureus. The chemical properties of the polymeric 

substrates were studied by Fourier Transforrn Infrared Spectroscopy and the absorption 

spectrum revealed the presence of characteristic functional groups of the material chosen 

(polyimide). In turn, the hydrophobicity of the surfaces was studied by measuring the 

contact angle as well as the topography achieved by Atomic Force Microscopy. The results 

on the effect of the topography on the adhesion and growth revealed that the bacteria had a 

pattern layout oriented responding to the topography of the substrate. The biofilm 

development was significantly less in structured surfaces. These results are important for 

the development of new materials as an innovative strategy for prevention and control of 

bacterial contamination in the food industry. 
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INTRODUCCIÓN 

Biofilms bacterianos 

Uno de los mayores avances en microbiología que se ha realizado en los últimos 50 años ha 

sido, sin lugar a dudas, el conocimiento del crecimiento y el desarrollo de microorganismos 

sobre diferentes superficies formando biofilms (Díaz, 2011). 

Las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos formas: bacterias planctónicas o 

bacterias sésiles (formadoras de biofilms). Se ha reportado que el 99% de todas las células 

bacterianas existen en calidad de biofilms, y tan sólo 1% vive en estado planctónico 

(Sanclement et al., 2005; Ramadan, 2006). Este comportamiento particular tiene profundas 

consecuencias en el modo de analizar la supervivencia de las células procariotas, tanto en 

ambientes naturales o industriales como en el organismo humano. 

Un biofilm es una matriz biológicamente activa formada por células de una o varias 

especies bacterianas y sustancias extracelulares en asociación con una superficie sólida, 

incluyendo superficies minerales, tejidos vivos o muertos de animales o plantas, polímeros 

sintéticos, cerámicas y aleaciones de metales (Shapiro, 1998; Costerton et al., 1999). 

Los biofilms que se encuentran en la naturaleza, consisten en comunidades de 

microorganismos primarios viables y no viables protegidos por exopolisacáridos (EPS) 

polianiónicos fijados a la superficie (Chmielewski y Frank, 2003). Los EPS protegen a los 

microorganismos que forman parte del biofilms contra agentes antimicrobianos, previenen 

el acceso de biocidas, secuestrantes metálicos, toxinas, evitan la deshidratación, refuerzan 

la resistencia del biofilm al estrés ambiental y permiten a los microorganismos capturar los 

nutrientes (Carpentier y Cerf, 1993). 

Las células bacterianas, que componen el 15 - 20% del volumen, no se dividen en el interior 

de los biofilms, lo cual podría atribuirse al hecho de adoptar un fenotipo alterado, diferente 

al de las mismas bacterias en estado de libre flotación (Chole y Faddis, 2003). 

Los biofilms se organizan en patrones espaciales a nivel macroscópico y microscópico. Por 

ejemplo, algunas células constituyentes participan activamente en el esparcimiento del 

biofilm, mientras que otras entran en estado de dormitancia y son invulnerables a los 

antimicrobianos (Stewart y Franklin, 2008). 
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La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su 

estructura, llegando este elemento a representar hasta el 97% de su composición (Donlan, 

2002). Además de agua y microorganismos, la matriz está formada por los EPS 

anteriormente nombrados y otras macromoléculas como proteínas, ácidos nucleicos y 

diversos productos que proceden de la lisis bacteriana. En la matriz también pueden hallarse 

materiales no bacterianos, tales como cristales de sales minerales, partículas de corrosión 

y/o de sedimento, o componentes sanguíneos, según sea el medioambiente en el cual se 

desarrolla el biofilm. Además, los EPS pueden estar asociados con iones metálicos y 

cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra o carga polianiónica, según el tipo de EPS, lo 

que les permitiría interactuar con distintos antimicrobianos, de forma tal que estos últimos 

pueden quedar atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias (Post el 

al., 2004). 

Biofilms en la industria alimentaria 

En la industria alimentaria es muy común la presencia de biofilms en conducciones, equipos y 

materiales, ya que pueden formarse en cualquier tipo de superficie incluyendo plástico, cristal, 

madera, metal y sobre los alimentos (Chmielewsky y Frank, 2003). Debido a que estos 

materiales pueden contener microorganismos patógenos o alterantes que presentan una mayor 

resistencia a la desinfección, se incrementan las probabilidades de contaminación del producto 

y de provocar infecciones alimentarias, razón por la que se considera que la presencia de 

biofilms en las superficies de contacto de la industria alimentaria constituye un evidente riesgo 

para la salud (Carpentier y Cerf, 1993; Fuster i Valls, 2006). 

La presencia de biofilms en estas superficies es la causa principal de contaminación del 

producto final. Las consecuencias de esta contaminación pueden conducir a pérdidas 

económicas debidas al rechazo del producto como al desarrollo de enfermedades, si 

intervienen microorganismos patógenos (Serra, 2003). 

Los biofilms formados sobre las carnes crudas y en el entorno del manipulador (superficies, 

utensilios e instrumentos) aumentan considerablemente los problemas de contaminación 

cruzada y de contaminaciones posteriores en el procesado. Por este motivo, es preciso eliminar 

todos los microorganismos de las superficies en contacto con los alimentos, antes de que los 

.4.54. Universidad Nacional de Río Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria10  2 
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contaminen y establezcan un biofilm que les servirá de reservorio (Sena, 2003; Fuster i Valls, 

2006). 

Además del riesgo de contaminación, el desarrollo de biofilms puede interferir en diferentes 

procesos y causar daños en los equipos (Kumar y Anand, 1998; Chmielewski y Frank, 2003). 

En sistemas de agua potable la formación de biofilms puede obstruir las cañerías 

disminuyendo su velocidad y su capacidad de transporte originando un incremento en el 

consumo energético. La formación de biofilms en intercambiadores de calor y torres de 

refrigeración puede reducir la transferencia de calor y como consecuencia su eficiencia en el 

proceso. Además, la formación de biofilms persistentes en las superficies metálicas puede 

causar corrosión debido a la producción de ácido por parte de las bacterias (Chmielewski y 

Frank, 2003). 

En la industria láctea y en otras industrias alimentarias, se emplean los sistemas de 

ultrafiltración y de ósmosis inversa durante el fraccionamiento de la leche y otros líquidos, así 

como para la clarificación de jugos de frutas. Estos filtros y membranas tienen poros de 

pequeño diámetro y están continuamente en contacto con el alimento; la más mínima 

adsorción microbiana bloquearía los mismos y provocaría la colmatación del filtro. Esto 

produciría a su vez una reducción del flujo con las consiguientes pérdidas de rendimiento y de 

producto (Sena, 2003). 

Para la prevención de los riesgos y del coste de los daños que causan los biofilms son 

necesarios procedimientos de limpieza y desinfección efectivos (Silagyi, 2007). 

Intoxicación alimentaria por Staphylococcus aureus 

A pesar de que la mayoría de las especies bacterianas tienen la capacidad de formar biofilms, 

algunos géneros lo forman más fácil y rápidamente que otros, como es el caso de 

Pseudomonas spp., Listeria spp., Enterobacter spp., Flavobacterium spp., Akaligenes spp., 

Staphylococcus spp. y Bacillus spp. (Mattila-Sandholm y Wirtanen, 1992; Lee Wong, 1998). 

Si bien son numerosas las especies susceptibles de formar biofilms en la industria de 

producción de alimentos, a continuación nos referiremos a Staphylococcus aureus que fue la 

cepa utilizada en este estudio. 

La denominación Staphylococcus fue mencionada por primera vez por el cirujano escocés Sir 

Alexander Ogston, quien en una serie de artículos publicados entre 1979 y 1982 describió la 

i  Ualversidad Nacional de Ftlo Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria 3 
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presencia de este organismo en el humano y demostró que causaba una enfermedad piógena 

cuando se lo inyectaba en ratones. Dos años más tarde Rosembach describió su crecimiento en 

un cultivo puro y llamó Staphylococcus aureus al coco que formaba colonias de color naranja 

(Baird-Parker, 1990). 

La primer observación documentada que asoció a Staphylococcus spp. con la intoxicación 

alimentaria fue hecha por Vaughan y Stemberg quienes, en 1884, describieron la investigación 

de un importante brote de enfermedad en Michigan que se creía que había sido causada por 

comer queso (Hennekinne et al., 2012). Sin embargo, no fue hasta 30 años más tarde cuando 

Barber demostró claramente la intoxicación alimentaria estafilocócica por beber leche sin 

refrigerar, procedente de una vaca que padecía una mastitis estafilocócica. Dack et al. (1930) 

descubrieron el papel de los estafilococos en la intoxicación alimentaria. Éstos demostraron 

que el filtrado estéril de un cultivo de Staphylococcus aureus aislado de un bizcochuelo 

relleno de nata causó síntomas típicos de la intoxicación alimentaria en personas voluntarias 

(ICMSF, 1998). 

Desde entonces, está muy bien documentada la implicancia de este microorganismo y su 

enterotoxina como causantes de intoxicación alimentaria (Bryan, 1976; Bergdoll, 1979, 1989). 

Staphylococcus aureus se encuentra en la piel y la mucosa de la mayoría de los animales de 

sangre caliente, así como también en los alimentos de origen animal. Las fosas nasales del 

hombre constituyen el reservorio principal de este microorganismo, desde donde se disemina a 

piel, rostro, manos, y superficies en contacto con las mismas (Eifert et al., 1996). De este 

modo, los alimentos expuestos a la manipulación humana tienen la posibilidad de 

contaminarse con esta bacteria, destacándose como factores que contribuyen a ello las 

inapropiadas temperaturas de conservación y el no cumplimiento de medidas higiénicas 

(Pascual y Calderon, 2000). 

Resistencia de los biofilms 

Se ha podido demostrar que las células de los biofilms pueden resultar entre 10 y 1000 veces 

más resistentes que las células planctónicas a un gran número de antibióticos de amplio 

espectro (ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina, etc.) y a biocidas oxidantes 

del tipo del cloro, el yodo o el ozono (Stewart y Costerton, 2001). 

Universidad Nacional de Río Cuarto. Facultad de Agrotionsla y VeterinariaI 4 
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Se han descripto dos tipos de resistencia bacteriana, la correspondiente a las bacterias 

planctónicas que son resistentes a los medicamentos y que está asociada a alguna mutación de 

genes y la de las bacterias que crecen dentro de biofilms presentando una mayor barrera frente 

a biocidas, desinfectantes o agentes antimicrobianos que las células que viven en forma 

planctónica (Mah y O'Toole, 2001; Olson el al., 2002). En el caso de las bacterias planctónicas 

o pequeños grupos de cepas, la resistencia se entiende como la habilidad de los 

microorganismos para crecer en presencia de una elevada concentración de biocida o al 

incremento de la concentración mínima inhibitoria (MIC) de dicho agente antimicrobiano, 

necesaria para detener el crecimiento celular (Gilbert 2003). 

Para intentar explicar la resistencia dentro del biofilm se han planteado diversas hipótesis. Una 

de ellas es que la penetración lenta o incompleta del antibiótico en el biofilm es generada por 

la matriz de EPS que constituye una barrera limitando la difusión de sustancias (Singh el al., 

2010). Otra de las hipótesis está relacionada a una baja actividad metabólica de las bacterias 

en el biofilm por limitación de oxígeno y nutrientes que puede causar que ingresen en un 

estado de lentificación o cese de su mitosis, especialmente aquellas situadas más 

profundamente, con lo cual dejan de ser susceptibles a los antimicrobianos (Stewart y 

Costerton, 2001). Otra hipótesis tiene que ver con modificaciones genéticas que impactan en 

la fisiología de las bacterias del biofilm. Las bacterias expresan genes en respuesta a 

fluctuaciones ambientales como cambios de temperatura, oxidación, baja disponibilidad de 

oxígeno y daños en el ADN, los cuales se transfieren entre ellas logrando un mecanismo de 

supervivencia específico y la resistencia al ataque de numerosos agentes (Thomas y Nakaishi, 

2006). Entre ellos pueden mencionarse la galactosidasa, la cual es expresada en respuesta al 

Imipenen y la Piperamicina, así como las bombas de difusión de multiresistencia a los 

medicamentos como la expresada por Escherichia coli en respuesta al Cloramfenicol (Kohler 

el al., 2001; Moreira et al., 2005). La última hipótesis es la de formación de esporas. Esta 

hipótesis plantea la posibilidad de génesis de una subpoblación de bacterias en el biofilm con 

un estado fenotípico muy especial y altamente protegido, con una diferenciación símil esporas 

(Stewart y Costerton, 2001). 

Universidad Nacional de Rin Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria1  5 
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Etapas del desarrollo de un biofilm 

En la mayor parte de la literatura, se describe la formación de biofilms sobre superficies a 

través de una serie de etapas (Costerton el al., 1999; OToole el al., 2000; Dunne, 2002). 

Tradicionalmente, se aceptaba que la formación del biofilm comenzaba con el transporte de 

los microorganismos hacia una superficie pero, en la mayoría de los ecosistemas 

estudiados, el transporte de masa está precedido por la adsorción de una fina película 

orgánica sobre dicho sustrato (Schneider y Marshall, 1994). 

Esta película puede cambiar drásticamente las características físico-químicas del sustrato 

dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie (Etapa 1, Figura 1). La 

segunda etapa corresponde a la adhesión reversible de microorganismos (Etapa 2, Figura 1). 

La repulsión neta entre la superficie celular y el sustrato puede ser superada por las 

interacciones moleculares específicas mediadas por apéndices extracelulares (por ejemplo, 

pilis, fimbrias y flagelos). Muchas de estas células son capaces de movilizarse 

independientemente mediante los apéndices celulares llamados pilis con movimientos de 

contracción y deslizamiento (0Toole y Kolter, 1998). Estas células todavía no se 

encuentran en proceso de diferenciación y pueden abandonar la superficie para volver al 

estado planctónico. Durante esta etapa reversible (Etapa 2, Figura 1), las bacterias presentan 

ciertos comportamientos específicos como por ejemplo: rodar, reptar, formar agregados e 

hileras bacterianas, antes de comenzar a exudar EPS y adherirse irreversiblemente (Etapa 3, 

Figura 1) (Marshall el al., 1971; Lappin-Scott y Costerton, 1995). A medida que el biofilm 

madura, se desarrolla la estructura típica de las microcolonias con los espacios 

intercelulares o canales (Etapa 4, Figura 1) y muchas células alteran sus procesos 

fisiológicos en respuesta a las condiciones particulares del ambiente dentro del biofilm. 

Posteriormente, algunas microcolonias pueden desprenderse de la superficie o pueden 

liberarse células individuales revirtiendo su estado a bacterias planctónicas que se 

desprenden de la matriz extracelular dejando espacios entre las microcolonias que pueden 

actuar como canales dentro de la estructura del biofilm (Etapa 5, Figura 1). 

Estos procesos no necesariamente se encuentran sincronizados a través de todo el biofilm 

sino que generalmente ocurren de manera tal que en cualquier momento, una región de las 

colonias está ocupada por biofilm en distintos estadios del desarrollo. 
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1 Adsorción de moléculas orgánicas 
Acondicionamiento de la superficie 

Figura 1: Esquema de las etapas presentes durante el desarrollo de un biofilm. Tomado de 
Svensáter y Bergenholtz (2004). 

Etapa 1: Acondicionamiento de la superficie 

Existen factores externos físicos y químicos que afectan la adhesión de las bacterias. Los 

factores físicos más importantes son la tensión de corte, temperatura, rugosidad, topografia 

y carga superficial. Estos factores influencian el transporte, el desprendimiento y las 

reacciones en la interfase (Characklis, 1981). Los factores químicos son numerosos, 

algunos de los más importantes son: la composición de la superficie del sustrato, la 

composición del medio en el que se desarrolla el biofilm, el pH y el oxígeno disuelto 

(Characklis, 1981). 
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La materia orgánica presente en el agua se adsorbe sobre las superficies y forma lo que se 

conoce como "película acondicionante", cambiando las propiedades químicas y físicas de la 

interfase sus/ato/fluido y tornándola más amigable para la adhesión bacteriana. 

Etapa 2. Adhesión reversible 

La adhesión reversible de bacterias a una superficie puede ser de dos maneras: 

• Activa: La motilidad ayudaría a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de 

la adhesión, siendo su función principal vencer las fuerzas de repulsión más que actuar 

como adherente. 

• Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusión, precipitación de partículas y 

dinámica de fluidos pueden favorecer la adhesión. Las propiedades físico-químicas de la 

superficie también pueden ejercer una fuerte influencia en el grado y extensión de la 

adhesión. 

También pueden influir variaciones en la velocidad de flujo, temperatura del agua, y 

concentración de nutrientes. Se ha encontrado que la variación en la concentración de diversos 

cationes (sodio, calcio, hierro) afecta la adhesión de Pseudomonas spp. a superficies de vidrio 

(Fletcher, 1988). 

Etapa 3. Adhesión irreversible 

El cambio desde la adhesión reversible a irreversible se produce por la transición desde una 

interacción débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente, frecuentemente 

mediado por la presencia de polímeros y apéndices extracelulares. Investigaciones recientes 

han sugerido que la transición hasta la adhesión permanente a una superficie está acompañada 

por cambios fisiológicos profundos (Stoodley el aL, 2002). 

La adhesión irreversible específica puede ser definida como la unión específica entre las 

adhesinas bacterianas (un componente específico molecular de la superficie bacteriana) y un 

receptor del sustrato (un componente específico de la superficie del material o tejido 

superficial) estando menos afectada por factores ambientales (pH, electrolitos y temperatura). 

En diferentes trabajos se ha reportado que los polisacáridos y proteínas de la superficie celular 

pueden actuar como adhesinas bacterianas (Hogt etal., 1986; Kroncke etal., 1990). 
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El sello distintivo que diferencia a los biofilms de las bacterias simplemente adheridas a una 

superficie es que los biofilms contienen EPS que rodea a las bacterias residentes. El EPS 

microbiano consiste en polímeros biosintéticos que pueden variar su composición química y 

también polisacáridos sustituidos y no sustituidos, proteínas sustituidas y no sustituidas, ácidos 

nucleicos y fosfo lípidos (Wingender el aL, 1999). Otros estudios han puesto de manifiesto que 

una misma bacteria puede producir distintos exopolisacáridos como componentes de la matriz 

del biofilm, dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre (Uhlinger y 

White, 1983). 

Etapa 4. Maduración del biofilm 

La siguiente etapa del desarrollo del biofilm corresponde a la maduración que da como 

resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribución de bacterias en el 

sustrato (Davies el al., 1998). El potencial crecimiento de cualquier biofilm está limitado por 

la disponibilidad de nutrientes en el ambiente inmediato, la penetración de estos nutrientes 

dentro del biofilm y la eliminación de residuos. Otros factores que pueden controlar la 

maduración del biofilm son el pH interno, la penetración de oxígeno y fuentes de carbono y la 

osmolaridad. 

Etapa 5. Desprendimiento de bacterias 

El término desprendimiento se utiliza para describir la liberación de células de un biofilm o 

sustrato. El desprendimiento activo es un evento fisiológicamente regulado, pero sólo pocos 

estudios han demostrado la base biológica para este proceso (Stoodley el al., 2001). 

Allison el al., (1998) han reportado que luego de una extensa incubación, los biofilms de P. 

fluoreseens pueden desprenderse y al mismo tiempo reducir la producción de EPS. Se ha 

sugerido que la necesidad de nutrientes o la presencia de sustancias agresivas pueden conducir 

al desprendimiento de células en busca de ambientes nutritivamente ricos o menos nocivos 

mediante un mecanismo aún desconocido (0'Toole el aL, 2000). 

Las células del biofilm dispersas pueden revertir su estado al crecimiento planctónico, por lo 

que, el desarrollo de vida del biofilm se transforma en un ciclo completo (Sauer el al., 2002). 
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Características físico-químicas del sustrato y adhesión bacteriana 

Por su impacto en las etapas iniciales de crecimiento del biofilm es importante analizar en 

detalle la influencia de las características superficiales del sustrato sobre las mismas. En los 

párrafos siguientes se analizarán características fisicoquímicas tales como energía superficial, 

hidrofobicidad, rugosidad y carga superficial y su relación con la adsorción de compuestos 

orgánicos sobre el sustrato y la adherencia bacteriana. 

Energía superficial e hidrofobicidad 

Con el término hidrofobicidad se suele hacer referencia a la tendencia que muestran ciertas 

moléculas o superficies a evitar el contacto con el agua. El origen está en el propio 

comportamiento del agua debido a la fuerte afinidad que presentan entre sí sus moléculas 

como consecuencia de la intensidad y coordinación que introducen los puentes de hidrógeno 

entre ellas. En el caso de superficies hidrófobas la interacción entre éstas y las moléculas de 

agua es menos favorable que entre las moléculas de agua, debido al reordenamiento que sufren 

las moléculas de agua para mantener sus enlaces de puente de hidrógeno, provocando una 

disminución de la entropía. Las moléculas o superficies hidrófilas, es decir, aquellas en las que 

su interacción con las moléculas de agua es al menos similar a la de las moléculas de agua 

entre sí, permiten aumentar la entropía del conjunto, por lo que estas moléculas pueden 

disolverse en agua o, en el caso de las superficies, el agua puede esparcirse sobre ellas 

(Israelachvili 2011). El método más directo que permite establecer escalas de hidrofobicidad 

entre superficies lo constituye la medida del ángulo que se forma en la línea de contacto entre 

una gota de agua y la superficie, denominado ángulo de contacto, y que puede variar entre 00 

para superficies completamente hidrófilas hasta prácticamente 1800 para las superficies 

completamente hidrófobas y que se describe con más detalle en otro apartado. 

Además, existen superficies con alta energía superficial, como el acero inoxidable o el oro, y 

otras como las resinas, con baja energía superficial. Una alta energía superficial del sustrato 

favorecería condiciones de hidrofilia y una baja energía superficial favorecería a su vez a la 

hidrofobia. Si la energía superficial de la bacteria es superior que la del medio, la adhesión se 

ve favorecida por la hidrofilia. Por el contrario, en condiciones de hidrofobia, la energía 

superficial de la bacteria debe ser menor que la del medio circundante para favorecer la 
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adhesión. De forma general, las bacterias con mayor energía superficial tendrán mayor 

afinidad por sustratos con mayor energía superficial y viceversa. Sin embargo, cuando el 

sustrato es revestido por el film proteico, éste tiene la cualidad de bajar la energía superficial 

de aquellos sustratos con alta energía superficial y subir la de los sustratos con baja energía 

superficial. Es decir, tiene un efecto amortiguador que puede enmascarar los efectos del 

material. Otros estudios confirman que sólo pequeñas diferencias en la películas, pero 

importantes, dependen de la cepa bacteriana. Por ejemplo, una capa rica en mucinas, favorece 

la adhesión de Streptococcus mutants y disminuye la adhesión de Streptococcus sanguis 

(Gibbons el al., 1986). Estas observaciones confirmarían que algunas propiedades 

fisicoquímicas del sustrato pueden ser transferidas a la película acondicionante alterando la 

composición, la densidad y la configuración de la película adquirida en cuanto al tipo de 

proteínas, y en consecuencia, tener una influencia en las etapas iniciales de adhesión. 

Rugosidad 

En general, una gran diversidad de trabajos reportan que aquellas superficies más rugosas 

tienen la capacidad de retener mayor cantidad de microorganismos. Por ejemplo, la 

microtopografía de sustratos de acero inoxidable examinada por técnicas como microscopía 

electrónica de barrido (SEM) y microscopía de fuerza atómica (AFM) ha revelado que la 

existencia de grietas superficiales podría proveer mayor área para la adhesión celular y, 

posiblemente, protección frente a la limpieza y la fuerza de corte del fluido (Zoltai el al., 

1981; Arnold y Bailey, 2000). 

Los autores Yerran y Whitehead (2006) han determinado que las superficies con rayas y 

grietas de tamaño similar al tamaño de las bacterias adheridas retienen mayor cantidad de 

células que las superficies con características topográficas de dimensiones algo mayores. 

Varios grupos han observado una adhesión bacteriana superior en superficies rugosas y por lo 

tanto concluyeron que la rugosidad superficial es un factor importante durante la adhesión 

bacteriana (Pedersen, 1990; Leclercq-Perlat y Lalande, 1994). Por el contrario, otros autores 

han propuesto que no existe una correlación entre la rugosidad del sustrato y la adhesión 

microbiana sobre superficies inertes (Mafu el al., 1990; Vanhaecke el al., 1990; Flint el 

2000). Por lo tanto, no se ha encontrado aún una clara correlación entre la rugosidad, 

topografía y la adhesión microbiana. 
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Carga superficial 

Las células bacterianas tienen, en general, una carga negativa neta en su pared celular a pH 7 

(Rijnaarts et al., 1999). Sin embargo, la magnitud de esta carga varía entre especies y está 

influenciada generalmente por las condiciones de cultivo, la etapa del cultivo, la fuerza jónica 

y el pH (Gilbert el al., 1991; Kim y Frank, 1995; Walker el al., 2005; Dan, 2003; Husmark y 

Ronner, 1990). 

La carga de la superficie celular se determina generalmente mediante la evaluación del 

potencial zeta, calculado a partir de la movilidad de la célula bacteriana en presencia de un 

campo eléctrico bajo concentraciones definidas de sales y pH. La mayoría de las bacterias 

tienen potenciales zeta negativos a un pH fisiológico (Gilbert etal., 1991; Millsap el al., 1997; 

Lerebour el al., 2004). 

La carga superficial de los sustratos inertes sobre los que las bacterias se adhieren 

probablemente tenga también un rol en la adhesión microbiana. Narenan (2003) ha reportado 

que la adhesión bacteriana no puede ser explicada sólo por la influencia de la carga superficial 

celular y sugiere que la adherencia de microorganismos es un mecanismo complejo con 

muchos factores involucrados. La interacción entre una superficie y una célula bacteriana 

parece estar mediada por un arreglo complejo de interacciones físicas y químicas, y cada una 

de ellas se encuentra afectada por las características físicas y químicas del ambiente al cual 

están expuestos tanto el sustrato como la bacteria. 

Comunicación célula-célula durante la formación del biofilm 

La comunicación célula-célula ejerce también un marcado impacto sobre las distintas etapas 

del desarrollo del biofilm. Existen varios tipos de mecanismos de comunicación que se 

describirán a continuación. 

Quorum sensing 

Se ha sugerido que ciertas bacterias utilizan la producción, liberación, intercambio y detección 

de moléculas señalizadoras para medir la densidad poblacional y controlar su comportamiento 

en respuesta a las variaciones en el número de células (Tomasz, 1965; Nealson el al., 1970). 

Actualmente, se sabe que la comunicación intercelular no es excepcional, sino que es una 
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norma en el ecosistema bacteriano y este proceso, conocido como quorum sensing (QS), es 

fundamental en la formación de biofilms (Bassler y Losick, 2006). Su objetivo es coordinar 

determinados comportamientos o acciones entre microorganismos del mismo género, de 

acuerdo a su número. A menos que esté presente un número adecuado de células bacterianas 

en la vecindad, los costos de la producción de un biofilm para una bacteria individual superan 

los beneficios (Donlan, 2002; Singh el aL, 2002; Post el al., 2004). 

Comunicación de corto alcance 

En el extremo opuesto del QS se encuentran las señales de corto alcance que requieren el 

contacto directo entre las células individuales para el intercambio de información. Este tipo de 

comunicación promueve un movimiento cooperativo celular de deslizamiento sobre la 

superficie (gliding) que finalmente culmina en un cúmulo de células en el cual se lleva a cabo 

el proceso de formación de esporas. Durante este tipo de comunicación es esencial el contacto 

y la alineación entre bacterias (Kim y Kaiser, 1990). 

Uno de los primeros mecanismos de comunicación contacto-dependiente celular conocidos es 

la conjugación mediada por los pilis sexuales encargados principalmente de las interacciones 

bacteria-huésped. Sin embargo, es posible que algunos de estos apéndices celulares 

denominados nanowires también estén involucrados en la comunicación interbacteriana 

(Reguera el aL, 2005; Gorby el aL, 2006). Los nanowires, como cualquier otro pili, podrían 

también facilitar la formación de biofilms (Reguera el al, 2007). 

Nuevas estrategias para erradicación de biofilms 

A través del conocimiento de las características y etapas de desarrollo de los biofilms se 

posibilita la búsqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y prevención tanto en el 

ámbito médico como el industrial. Así, por ejemplo, una posible alternativa química para 

disminuir la fijación de Pseudomonas spp. a superficies incluye el uso de agentes quelantes, 

que limitan el hierro soluble, el cual es necesario para la adhesión de los pili (Singh el al., 

2002). 

El xilitol, un alcohol natural del azúcar administrado bajo la forma de jarabe o goma de 

mascar, ha mostrado una efectividad clínica significativa en prevenir caries y disminuir la 
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incidencia de otitis media en niños, posiblemente vía reducción de mecanismos de adhesión 

bacteriana (Uhari et al. 1998). 

Debido a que la persistencia que presenta el biofilm depende de la agregación de bacterias en 

comunidades multicelulares, una alternativa puede ser desarrollar estrategias para impedir la 

formación de su estructura compleja. Si la multicelularidad del biofilm es inhibida, es posible 

que las defensas del huésped sean capaces de resolver la infección logrando, de esta manera, 

restituir la eficacia de los antibióticos. Otras terapias potenciales incluyen enzimas que 

disuelvan los polímeros de la matriz, reacciones químicas que bloqueen la síntesis de la matriz 

del biofilm y el empleo de análogos de proteínas y péptidos señalizadores que interfieran con 

la comunicación célula-célula, indispensables para la formación de un biofilm (Stewart y 

Costerton, 2001). 

Se ha demostrado que los antibióticos pertenecientes al grupo de los macrólidos parecen 

inhibir la síntesis de polisacáridos y, de esta manera, reducirían la protección de la matriz del 

biofilm. Estos antimicrobianos podrían tener un efecto inmunomodulador logrando impedir 

señales bacterianas. El tratamiento de biofilms con claritromicina reduce la matriz que cubre el 

biofilm, tanto de Pseudomona aeruginosa como de Staphylococcus epidermidis, aunque las 

bacterias mismas sean resistentes al antibiótico (Saiman et aL, 2003). 

Finalmente, otras dos estrategias promisorias son aquellas que involucran cambios en el 

medioambiente a través de la inhibición competitiva por otras bacterias (Kreth et al., 2008; 

Christopher et al., 2010). Por ejemplo, microorganismos competidores como Streptococcus 

gordoni dificultan la formación de biofilm de Streptococcus mutants reduciendo su acción 

como agente productor de caries o el incremento de la presión de oxígeno en pacientes con 

tubos de timpanostomía (Manning, 2003). 

Se ha identificado una molécula denominada "furanona", producida por el alga Delisea 

pulcra, con una estructura similar a las acil-homoserinalactonas. Estas moléculas bloquean el 

sistema quorum sensing y la consiguiente formación de biofilm. En la actualidad se intenta 

desarrollar inhibidores de la formación de biofilms basados en derivados de la furanona, ya 

que esta molécula es extremadamente tóxica (Hentzer et al., 2002). 

La biomedicina y otras nuevas disciplinas, como la biotecnología, la genómica o la 

proteómica, persiguen también la creación de nuevos materiales que puedan dar lugar al 

desarrollo, por ejemplo, de tejidos y órganos artificiales biocompatibles, células madre, 
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contenedores de tamaño molecular e inteligentes para la dosificación controlada de fármacos, 

proteínas bioactivas y genes, chips de ADN, dispositivos de bombeo, válvulas altamente 

miniaturizadas, los polímeros, altamente biodegradables y medioambientalmente limpios, a 

partir de microorganismos para evitar la utilización de derivados del petróleo como materia 

prima, y un sinfín de posibilidades (Bibel, 2004). Por último, un campo muy promisorio para 

desarrollar materiales y planificar estrategias para la erradicación de biofilms es la 

nanotecnología. 

Impacto de nanotecnología en sistemas biológicos 

La nanotecnología, es uno de los campos que promete grandes cambios en la fabricación de 

nuevos materiales. Esta disciplina consiste en fabricar y controlar estructuras y máquinas a 

nivel molecular. La utilidad de la nanotecnología en las ciencias biomédicas reside en la 

posibilidad de crear materiales y diseñar dispositivos capaces de interactuar con el cuerpo a 

escalas celular y sub-celular con un alto grado de especificidad. La nanotecnología ofrece 

muchas oportunidades revolucionarias en la lucha contra todo tipo de enfermedades 

cancerígenas, trastornos cardíacos, enfermedades neurodegenerativas, infecciones, etc. Otras 

aplicaciones que contemplan el desarrollo de pequeños laboratorios en forma de circuito 

integrado, en los cuales se realiza una secuencia de reacciones químicas y de pruebas 

analíticas, permitirían realizar análisis in situ, obtener los resultados inmediatamente y facilitar 

el diagnóstico y la terapia. Muchas sustancias biológicamente relevantes necesitan ser 

detectadas o actuar ellas mismas como sensores. Un biosensor es un sistema que convierte una 

señal biológica en una señal eléctrica generalmente. Algunos ejemplos de biosensores pueden 

ser los sensores para moléculas pequeñas (oxígeno, Fr y glucosa) o grandes moléculas 

(inmunosensores). El campo de los biosensores se encuentra ampliamente desarrollado y ha 

sido estudiado durante los últimos 30 años. Los nanotubos de carbono pueden ser utilizados 

para monitorear la actividad enzimática. Actualmente, algunos grupos de investigación ya han 

conseguido inmovilizar proteínas sobre las paredes de los nanotubos de carbono (Nagaraju el 

al., 2015). 

Asimismo, durante los últimos años, ha sido muy importante la investigación en el desarrollo 

de materiales especialmente diseñados para que puedan ser implantados en el cuerpo humano 
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y provocar respuestas biológicas específicas para la regeneración de los tejidos. Los materiales 

utilizados en el cuerpo humano deben poder adaptarse continuamente a los cambios dinámicos 

que ocurren dentro de él. Los materiales nanoestructurados y bioactivos tienen la habilidad de 

interactuar con el tejido vivo y son los más promisorios para la formación de una interfaz 

fuerte y perdurable entre el implante y el tejido vivo que lo rodea. Nuevos materiales 

nanoestructurados podrían ser empleados para fabricar huesos, cartílagos y pieles artificiales 

que, además de no ser rechazados por el organismo, facilitarían la regeneración de ciertos 

tejidos (Zhang el aL, 2008, 2010). 

En el futuro próximo, una de las aplicaciones clínicas más importante de la nanotecnología 

será probablemente el desarrollo farmacéutico. Estas aplicaciones aprovechan las propiedades 

de las nanopartículas o nanocápsulas para diseñar nuevas estrategias de liberación controlada, 

direccionalidad de fármacos, y resguardo de aquellas drogas con baja disponibilidad (Brigger 

el aL, 2002; Roy el al., 2003). Estas estructuras podrían ser utilizadas para almacenar y 

transportar medicinas al lugar exacto donde se necesite ya que de esta manera se podrían 

atenuar los efectos secundarios de los actuales medicamentos. 

El desarrollo de nuevos antimicrobianos más eficaces con alto poder bactericida es muy 

importante debido al reciente aumento de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos. En la 

actualidad las nanopartículas de plata se utilizan como agentes bactericidas en la 

instrumentación médica (Thomas el aL, 2009; Juan el al., 2010). También como agentes 

cicatrizantes y bactericidas en vendajes, cremas y geles o en la fabricación de productos 

textiles con propiedades antimicrobianas que reducen la proliferación de hongos y bacterias en 

la ropa (Leung el aL, 2006; Nair el al., 2009). 

Nanotecnología/Microtecnología aplicadas al diseño de superficies con aplicaciones 

biológicas 

Recientemente, una gran variedad de técnicas nanotecnológicas han sido utilizadas para el 

diseño superficial de materiales que permitan regular funciones celulares. Esta tecnología es 

una herramienta muy importante para estudiar diferentes factores, como la adhesión y el 

crecimiento celular y para producir cultivos de células organizadas para su aplicación en 

ingeniería de tejidos. 
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Aunque los sustratos con patrones topográficos definidos se utilizan principalmente en el 

cultivo celular, este tipo de estructuras ha despertado interés en áreas tecnológicas 

relacionadas con los implantes médicos, ya que la interacción entre las células y la superficie 

de los materiales es muy importante durante la integración o rechazo del implante. Los 

factores topográficos de la superficie juegan un rol muy importante no sólo en la orientación 

de células y biocompatibilidad, sino también en factores como la expresión de proteínas y 

diferenciación celular (Motlagh et al., 2003; Charest et al., 2007). 

Existen numerosas técnicas que permiten crear patrones superficiales, tanto topográficos como 

químicos, en la micro/nanoescala (Gates et al., 2005). 

Entre estas técnicas se pueden mencionar: 

1. Fotolitografía: que consiste en cubrir el sustrato de interés con un material sensible a la luz 

ultravioleta (Uy); luego se coloca sobre éste una máscara perforada en la que se encuentra el 

diseño a transferir y se irradia con luz UV. Las zonas de interés se tratan con un revelador 

adecuado, que disuelve selectivamente ya sea las zonas irradiadas o las zonas enmascaradas. 

2. Impresión por microcontacto: que consiste en la utilización de un sello que contiene en 

relieve el patrón micrométrico a transferir. Luego se sumerge el sello en una solución 

conteniendo la molécula a transferir y se apoya sobre la superficie del sustrato. De esta manera 

las moléculas son transferidas a la superficie del sustrato siguiendo el patrón del sello. 

3. Moldeo y replicación: que consiste en generar un molde polimérico del patrón a transferir y 

luego depositar el material de interés sobre este molde, de modo de obtener una réplica de la 

estructura original. Un estudio in vivo realizado por Chehroudi et al., 1997 con materiales 

microtexturados ha demostrado que dichos materiales implantables inducen el crecimiento y la 

invaginación epitelial alrededor del implante. También, la respuesta de los fibroblastos se 

encuentra significativamente afectada por las dimensiones de la microestructura superficial del 

sustrato. La migración celular (velocidad y orientación del movimiento) también se encuentra 

afectada por la topografía superficial. Tan y Saltzman (2002) han demostrado que la velocidad 

del movimiento de neutrófilos depende de la microestructura y dimensiones de los canales 

superficiales diseñados sobre el sustrato. Los patrones topográficos superficiales tanto en la 

micro como en la nanoescala presentan una marcada influencia en las interacciones celulares 

con el sustrato. La regulación de diferentes actividades celulares como la proliferación, 
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adhesión y apoptosis resultaría útil para el diseño de dispositivos médicos, implantes y 

biomateriales. 

Algunas técnicas de microfabricación permiten la modificación química de las superficies. Los 

patrones químicos han sido ampliamente utilizados para estudiar la interacción de las células 

con sustratos (Ito el al., 1998; Lu el al., 2001). Estas técnicas han sido aplicadas en la 

producción de patrones de biomoléculas para el estudio y la manipulación de las interacciones 

celulares con diferentes sustratos. Por ejemplo, el diseño de microestructuras con factores de 

crecimiento celular ha resultado muy interesante, ya que se ha demostrado que las proteínas de 

factor de crecimiento inmovilizadas pueden regular funciones celulares sin la internalización 

de las células (Chen et aL, 1997). 

Nanotecnología/Microtecnología en sistemas de células procariotas 

La micro/nanotecnología también ha comenzado a impactar significativamente en la 

microbiología. Su escala de tamaños coincide perfectamente bien con las dimensiones de la 

mayoría de los microorganismos y las herramientas disponibles en la microescala hacen 

posible la manipulación y exploración de células individuales, su ambiente inmediato 

extracelular así como su forma y organización interna. Se cree que el desarrollo de técnicas 

físicas, incluyendo aquellas basadas en las microestructuras, serán un complemento esencial 

para la genética y la genómica, incluyendo nuevas técnicas para aislar, manipular, crecer y 

estudiar células aisladas y estructuras multicelulares como los biofilms (Martín Sánchez 

2006). 

Como ya se ha mencionado, varias técnicas nanotecnológicas permiten la fabricación de 

materiales biocompatibles con características topográficas coincidentes con las dimensiones 

celulares. Estas herramientas ofrecen nuevas capacidades para la microbiología y 

especialmente para el entendimiento de la fisiología y comportamiento de los 

microorganismos. Algunas de las aplicaciones en microbiología se describen a continuación. 

Inmovilización de bacterias sobre superficies 

La inmovilización y el diseño de patrones de bacterias sobre superficies ofrecen nuevas 

oportunidades para la detección de biomoléculas utilizando las células completas y para el 
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estudio de las interacciones célula-célula y las interacciones entre las células y sus alrededores. 

Las monocapas autoensambladas (SAMs) han sido utilizadas para inmovilizar células sobre 

superficies en el estudio de interacciones huésped-patógeno. La unión covalente de los 

ligandos biológicos a las regiones terminales de las SAMs permite controlar la densidad del 

ligando sobre la superficie y lo más importante es que estos ligandos mantienen su actividad 

biológica. Un estudio describe la aplicación de las SAMs con manosa como grupo terminal 

para medir las fuerzas de adhesión de bacterias patógenas de E. coli con pilis tipo IV (Liang el 

al., 2000). 

La combinación de técnicas de impresión por microcontacto y las SAMs han sido empleadas 

para inmovilizar células bacterianas selectivamente sobre superficies. Rowan el al., (2002) han 

utilizado films poliméricos para generar patrones de SAMs hidrofóbicos con sitios específicos 

que atrapen a las células de E. coli. En otros estudios también se han empleado la impresión 

por microcontacto para capturar y detectar organismos patógenos (St John el al., 1998). 

Patrones de bacterias utilizando hidrogeles 

El agar y la agarosa forman hidrogeles. Este tipo de polímeros tiene dos características 

específicas que son particularmente útiles en microbiología. Por un lado, las células que 

crecen en estas superficies permanecen hidratadas y por otro lado, los nutrientes, gases y 

productos secundarios del metabolismo difunden a través de la red polimérica del gel. Existen 

también muchos otros hidrogeles con diversas aplicaciones en microbiología. Por ejemplo, 

ciertos autores han generados hidrogeles con microcanales mediante la utilización de una 

solución fotoreactiva de polietilenglicol (PEG) que contenía células de E. coli. La exposición a 

la luz Uy produjo la fotopolimerización, haciendo que las células queden atrapadas dentro de 

los microcanales de PEG (Heo el al., 2003). 

Microfluídica 

La microfluídica presenta muchas características interesantes para su empleo en el estudio de 

las células (Beebe el al., 2002; Whitesides, 2006). Se trata del diseño y la fabricación de 

dispositivos que puedan canalizar los flujos muy pequeños (nano/microlitros) de fluidos. 
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Mao el al., (2003) han empleado un flujo laminar de moléculas atractivas y repelentes dentro 

de microcanales como medio para estudiar la quimiotaxis bacteriana. Los autores encontraron 

que los sistemas microfluídicos son tres órdenes de magnitud más sensibles que los ensayos 

capilares de quimiotaxis tradicionales. Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias 

pueden alterar colectivamente la expresión genética cuando la densidad de células alcanza un 

cierto nivel (quorum sensing). Como parte de este proceso, las células se comunican mediante 

la liberación de pequeñas moléculas dentro del medio circundante. Park el al., (2003) 

estudiaron el crecimiento de E. coli en dispositivos microfluídicos y encontraron que las 

células se acumulaban en áreas cerradas, concluyendo que la quimiotaxis entre células permite 

alcanzar la densidad de bacterias requerida para el proceso de quorum sensing. 

Los sistemas microfluídicos también tienen aplicaciones en el estudio de la dinámica de 

poblaciones bacterianas. En un estudio reciente, se fabricó un ambiente microestructurado 

para generar heterogeneidades en los hábitats bacterianos y permitió estudiar cómo las 

bacterias se adaptan a distintas regiones del ambiente (Keymer el al., 2006). También se han 

utilizado este tipo de dispositivos para el crecimiento de células con diferentes formas 

mediante el confinamiento de las bacterias en microcámaras de agarosa (Takeuchi el aL, 

2005). Asimismo se ha utilizado la microfluídica para estudios genéticos y para la detección 

específica de células bacterianas (Cady el al., 2003; Nagamine el al., 2005, Jong Wook el 

2006). Las plataformas microfluídicas presentan varias características interesantes para la 

investigación genética, como por ejemplo, el empleo de pequeños volúmenes de reactivos, la 

producción de pequeñas cantidades de residuos, bajo costo, cortos tiempos de reacción y la 

capacidad de análisis de células individuales. 

Teniendo en cuenta los estudios descriptos, la nanotecnología presenta grandes posibilidades 

para el desarrollo de nuevas técnicas microbiológicas y materiales que faciliten el estudio de la 

fisiología y el comportamiento de los microorganismos. 

Método de Ablación por Interferencia Láser Directa 

En los últimos años, la fabricación de superficies poliméricas funcionalizadas ha recibido 

considerable atención en virtud de su uso en las áreas de las ciencias químicas, biología, física 

y la ciencia de los materiales. Los polímeros tienen un papel importante para estas 
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aplicaciones debido a su rápida y fácil preparación, la alta resistencia a la corrosión y 

productos químicos, buenas propiedades eléctricas y excelentes características superficiales 

(Langheinrich et al., 2012). 

Una de las maneras de modificar la topografía de estos, es utilizando el método de Ablación 

por Interferencia Láser Directa (DLIP). El método DLIP consiste en irradiar la muestra con 

dos o más haces de láser de una longitud de onda dada, de forma de producir interferencia 

constructiva y destructiva sobre la superficie polimérica. De esta forma en los lugares donde la 

energía de los haces se incrementa se produce la ablación y la remoción del material (Acevedo 

el al., 2007). Para que se produzca la ablación es necesario que el material absorba en la 

longitud del láser con el cual es irradiado y que supere un umbral de energía. Una de las 

características más distintivas de este método es que no es necesario realizar pasos adicionales 

para obtener la estructura final, además, es aplicable en distintas superficies como metales, 

polímeros, carbón, etc. Este método involucra la formación de diversos patrones de luz 

creados por la interacción de dos o más haces de luz. De esta manera, se obtiene una 

anisotropía superficial, es decir, diferente topología y regiones regulares químicamente 

diferenciadas (Lasagni el aL, 2007). 

Medición del ángulo de contacto 

El ángulo de contacto (0) es aquel que forma la superficie de un líquido al entrar en contacto 

con una superficie sólida. El valor del ángulo de contacto depende principalmente de la 

relación existente entre las fuerzas adhesivas del líquido y del sólido y las fuerzas cohesivas 

del propio líquido. Cuando una fase líquida y una fase sólida entran en contacto, forman una 

interfase común. La mojabilidad es la capacidad de los sólidos para formar interfases con los 

líquidos (Savov, 1997). Por convenio, cuando 0<90° se dice que el líquido moja al sólido o 

que el sistema moja. El sistema no moja cuando 0>90'; en este caso, el líquido no moja al 

sólido (Delannay el al., 1987). 
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IMPORTANCIA DEL PROBLEMA 

Los biofilms son una causa común de contaminación alimentaria con bacterias patógenas. 

Staphylococcus aureus, microorganismo que puede desarrollarse en forma planctónica o 

formando biofilms, es una de las principales bacterias causante de enfermedades transmitidas 

por alimentos y constituye un importante problema de salud a nivel mundial (Gutierrez el al., 

2012). 

Estudios recientes han demostrado que la formación de enterotoxinas por Staphylococcus 

aureus en los alimentos es muy diferente a las que se producen en cultivos líquidos puros. 

La mayoría de las bacterias en los alimentos aparentan estar asociadas a superficies o tejidos, 

e interaccionan con otras bacterias a través de señales moleculares (Schelin et al., 2011). 

Teniendo en cuenta que un gran número de industrias son afectadas por la formación de 

biofilms, y con el objetivo de mejorar la producción de alimentos de alta calidad y 

microbiológicamente seguros, es necesario el desarrollo de estrategias de prevención. 

Se han propuesto un amplio rango de superficies resistentes a bacterias para inhibir el 

crecimiento del biofilm a priori con estrategias que generalmente implican una liberación de 

compuestos bactericidas. Sin embargo, es complicado lograr una superficie química que 

persistentemente inhiba el crecimiento bacteriano (Banerjee el al., 2010). 

Además, la emergencia de cepas patógenas resistentes a antimicrobianos ha generado nuevas 

restricciones sobre el uso de coberturas liberadoras de biocidas. 

Se sabe poco sobre el efecto de la topografía en la adhesión bacteriana y la formación del 

biofilm. La estructuración física de superficies podría proveer una forma más persistente de 

inhibir la interacción entre la superficie y la bacteria. El presente trabajo pretende aportar 

conocimientos para poder comprender de qué manera la estructuración fisica del sustrato 

afecta el crecimiento y la adhesión de Staphylococcus aureus y así poder formular nuevas 

estrategias para mejorar la seguridad alimentaria. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Las propiedades fisicoquímicas de las superficies poliméricas estructuradas inhiben el 

crecimiento y la adhesión de Staphylococcus aureus. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

- Caracterizar superficies poliméricas estructuradas y evaluar su efecto en la adhesión y el 

crecimiento de Staphylococcus aureus. 

Objetivos específicos 

- Caracterizar física y químicamente las superficies poliméricas microestructuradas. 

- Estudiar la adhesión y el crecimiento de una cepa de Staphylococcus aureus frente a las 

superficies modificadas. 
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METODOLOGÍA 

Materiales 

Para la realización de este trabajo se utilizaron Mins comerciales de poliimida (PI, Kapton® 

Goodfellow GmbH Bad Nauheim, Germany). Los films fueron lavados numerosas veces en 

detergente y agua y posteriormente rociados con etanol para remover cualquier contaminante 

que pudiera estar presente en la superficie. Los films tenían un espesor de al menos 1000 

veces más que la profundidad de la estructura formada en la superficie. 

Experimentos de Interferencia Láser 

Para la estructuración de las superficies se utilizó un láser pulsado de Nd:YAG (acrónimo del 

inglés neodymium-doped yttrium aluminium garnet) de alto poder (Spectra Physics Quanta-

Ray Pro-290) con una longitud de onda de 266-533 nm, una frecuencia de 10 Hz y una 

duración de pulso de 10 ns. La intensidad de los rayos individuales se controló escogiendo 

diferentes lentes y espejos para generar canales de 1, 5 y 10 pim de profundidad (Acevedo el 

al., 2007). 

Caracterización de la estructura química 

Las estructuras químicas de todas las muestras se determinaron por Espectrometría Infrarroja 

Transformada de Fourier (FTIR). Se recogieron los espectros en un espectrómetro Nicolet 410 

en el modo de transmisión en el aire del polímero. Los espectros UV-visible se registraron en 

un espectrómetro Shimadzu UV-2401PC en el rango de longitud de onda de 250 a 1000 nm. 

Caracterización física de las superficies 

Microscopia Óptica 

Se observaron y fotografiaron los films estructurados con un microscopio óptico Zeiss 

trinocular modelo axiostar Plus, con sistema de captura de imágenes con cámara de fotos 

Canon PC1089. 
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Microscopia de Fuerza Atómica (AFM) 

Se hicieron mediciones con un microscopio Agilent 5420/STM. Se utilizó un cantiléver 

comercial (Probee PPP NCL) en modo Tapping No-Contacto, con una fuerza constante de 6 

m/N y una frecuencia de resonancia de156 Hz. 

Medición del ángulo de contacto 

Para la medición del ángulo de contacto se empleó un equipo fabricado en el laboratorio de 

Nanotecnología de la Universidad Nacional de Río Cuarto, para ello se utilizó una base 

posicionadora, la cual permite mover la muestra en los tres ejes cartesianos (x, y, z) y una 

microjeringa la cual hace posible colocar gotas de líquido de volumen conocido en sitios 

predeterminados de la superficie. Se utilizó agua bidestilada como líquido. La hidrofobicidad 

de la superficie determinó la extensión de la gota en la superficie. Por lo tanto, una foto digital 

de la superficie permitió seleccionar aquellos materiales funcionales con la máxima 

hidrofobicidad o hidrofilicidad (Figura 2). Las fotografías emitidas por el microscopio fueron 

analizadas mediante el software Image J (plugins DROP ANALYSIS). 

Posicionador x — y — z 

Figura 2: Esquema del dispositivo para medir el ángulo de contacto en superficies planas. 

Estudio de comportamiento bacteriano frente a las superficies modificadas 

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo 

Para la realización de los estudios de adhesión se empleó la cepa bacteriana Staphylococcus 

aureus subsp. aureus Rosenbach la cual fue obtenida del American Type Culture Collection 

USA (ATCC® 29213Tm). Esta cepa es un aislamiento clínico designada Wichita y es utilizada 
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como una cepa estándar en numerosas pruebas de laboratorio. Es sensible a numerosos 

antimicrobianos incluyendo la meticilina. 

Caracterización de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus 

Se empleó la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 productora de biofilms. Las curvas 

de crecimiento control se construyeron por triplicado. Para la construcción del inóculo inicial, 

los microorganismos en fase de crecimiento logarítmico fueron suspendidos en solución 

fisiológica estéril a una concentración que resultó en una turbidez equivalente al patrón 0,5 de 

la escala de McFarland, el cual equivale aproximadamente a una densidad bacteriana de 1 x 

108 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Posteriormente se realizaron 

diluciones del inóculo inicial en caldo Mueller Hinton (MHB) hasta lograr una concentración 

de bacterias equivalente a 1 x 106 UFC/ml. Los inóculos finales fueron incubados en estufa a 

35°C durante 10 horas. 

Durante ese período se tomaron alícuotas de 100 µI de cada inóculo al tiempo cero y cada 

media hora. Con cada alícuota se midió la absorbancia y se realizaron diluciones seriadas en 

solución fisiológica estéril con el objetivo de reducir la densidad bacteriana. Posteriormente 

alícuotas de 100 11 de la última dilución se extendieron sobre placas de agar Tripticasa Soya 

con espátula de Drigalsky. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas y posteriormente 

se realizó el conteo de las UFC/placa. El número de UFC/ml se obtuvo multiplicando el 

número de UFC/placa por un factor de corrección originado a partir del número de diluciones 

seriadas realizadas (Giacomino et al., 2011). 

Cuantificación de bacterias adheridas al polímero por recuento de colonias 

Para la cuantificación de bacterias adheridas al polímero por recuento de colonias se empleó 

un frasco erlenmeyer conteniendo 200 ml de caldo nutritivo estéril que se inoculó con una 

suspensión bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 29213 en fase exponencial de 

crecimiento con una concentración suficiente para que la densidad óptica inicial a 600 nm 

corresponda a 0,10 (4,9 x 106 UFC/ml). Posteriormente, sobre cada superficie polimérica se 

colocaron microgotas de 25 µI y se dejaron durante 30 mm n para que se adhieran las primeras 

bacterias. Los sustratos se enjuagaron con agua bidestilada estéril para retirar los 
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microorganismos débilmente adheridos y luego, se mantuvieron inmersos en caldo nutritivo 

estéril para que las células adheridas crezcan sobre la superficie del mismo. 

La bacteria adherida al polímero o biomasa fue cuantificada utilizando un proceso de 

remoción de células en múltiples pasos, dilución seriada y plaqueo para recuento de células 

viables. Cada polímero fue colocado en un tubo cónico de 50 ml con 15 ml de D-tirosina en 

solución salina tamponada a pH 7,5 e incubado con la cepa de Staphylococcus aureus a 

temperatura ambiente por 30 minutos para promover el desarmado del biofilm. Las muestras 

fueron sonicadas por 10 minutos y se pipetearon 200 µ1 de cada sonicado dentro de una placa 

de 96 pocillos y se hicieron diluciones seriadas en base 10. Se plaquearon en agar Tripticasa 

Soya 100 µI de cada dilución y se incubó por 36 — 48 horas a temperatura ambiente. Se 

contaron las UFC y los valores se corrigieron según su correspondiente factor de dilución 

(Swanson el al., 2001). 

Ensayo de viabilidad bacteriana 

En relación a la cuantificación de biomasa de biofilms, se evaluó la viabilidad celular dentro 

de los biofilms frente a las superficies modificadas usando un ensayo basado en la reducción 

metabólica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Walencka 

el al., 2005; Krom el al., 2007). Brevemente, los biofilms fueron cultivados en placas de 96 

pocillos por 24 horas, en presencia o ausencia de los polímeros modificados. Luego las células 

planctónicas fueron removidas y el biofilm remanente fue lavado cuidadosamente con 100 µI 

de PBS. Luego del lavado, se añadió 100 µI de PBS y 10 11 del reactivo MTT y la suspensión 

se incubó por 4 horas a 37°C. Posteriormente se añadió 100 11 de la solución estabilizadora. 

Las placas se incubaron por 24 horas a 37 °C y se midió la absorbancia a 560 nm (pico de 

absorbancia para el producto de reducción del formazán) y a 700 nm (longitud de onda de 

referencia para el colorante intacto) (Denizot y Lang 1986). 

Cuantificación de la formación del biofilm por Cristal Violeta 

La habilidad de formar biofilms sobre las superficies modificadas fue medida determinando la 

adhesión a placas de 96 pocillos. El ensayo a utilizar fue adaptado del método de O'Toole y 

Kolter (1998), basado en la utilización de cristal violeta para teñir biofilms. Brevemente, una 

Universidad %clamad de Río Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria 27 



Caracterización de superficies poliméricas modificadas para inhibición de biofilms de Staphylocuccus lumia en la industria alimenticia 

Mic. Iris S. Costamagna 

concentración final aproximadamente de 1 x 109 UFC/ml fue mezclada con 200 µI de caldo 

Tripticasa Soya (TSB) en cada pocillo (placa de 96-pocillos, Greiner Bio-One, Germany) e 

incubada durante 48 horas a 37°C. Inmediatamente después de la incubación, los 

sobrenadantes fueron removidos y la placa se lavó con PBS (pH 7,2) con el fin de eliminar las 

células plantónicas. Luego del secado, las células adheridas se tiñeron con solución de cristal 

violeta al 1% durante 15 minutos. Posteriormente el colorante fue removido, las células se 

lavaron con 300 µI de PBS (pH 7,2) y se dejó secar por 24 horas a temperatura ambiente. Se 

realizó una evaluación semicuantitativa del biofilm formado extrayendo el cristal violeta con 

200 µl/pocillo de una solución de etanol/acetona (70:30). La intensidad de coloración fue 

determinada a 595 nm usando un lector de ELISA (Model 680 BioRad, Hercules, CA). Se 

realizaron tres ensayos independientes en días diferentes. El valor de DO a 595 nm fue 

interpretado según la siguiente escala: positivo (>0,24), débil (>0,12 y <0,24) o negativo 

(<0,12) (Deighton el al., 2001). La unidad de biomasa de biofilm (UBB) fue arbitrariamente 

definida como 0,1 DO 595 nm 1 UBB. Tres pocillos fueron incubados con 200 µI TSB para 

servir como control negativo y para obtener un valor de background, que luego fue restado a 

los valores obtenidos en los tratamientos. 

Análisis del biofilm por AFM 

Las medidas de AFM se realizaron con un equipo comercial de marca Agilent 5420/STM. Se 

utilizó un cantiléver commercial, Probee PPP NCL) en modo Tapping No-Contacto, con una 

fuerza constante de 6 m/N y una frecuencia de resonancia de156 Hz. Las imágenes se 

adquirieron y procesaron con el "software" libre WSxM (Beech el al., 2002). 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± desvío estándar. Un valor de p < 0,05 fue 

considerado significativo. Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el software 

Infostat (Di Rienzo el al., 2010). Los niveles de significancia fueron evaluados con la prueba 

no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
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RESULTADOS 

Estructura química por FT1R 

En general, las poliimidas exhiben bandas de vibración características como la vibración del 

alargamiento CO asimétrico y simétrico, la vibración del alargamiento C—N, y la vibración 

correspondiente a la deformación del anillo de cinco imidas. La estructura química de los 

films de poliimida adquiridos comercialmente fue verificada por FTIR. Como muestra la 

figura 3, las bandas características de la poliimida se localizaron en 1785.79 cm-1 (vibración 

del alargamiento CO asimétrico), 1722.15 cm-1 (vibración del alargamiento C=0 simétrico), 

1367.31 cm-1 (vibración del alargamiento C—N) y 719.33 cm-1 (vibración correspondiente a la 

deformación del anillo de cinco imidas). 

Figura 3: Espectro de absorción de la poliimida comercial utilizada en este estudio 
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Caracterización física de las superficies 

Microscopla Óptica 

En la figura 4 se observan microfotografías de las superficies de poliimida caracterizadas a 

través del microscopio óptico. Con esta técnica sólo pudo distinguirse la topografía lograda en 

la figura 4 C y D (canales de 5 y 10 pim respectivamente). 

Figura 4: Imágenes de las superficies estructuradas analizadas por microscopía óptica. A) Film 

de poliimida sin estructurar, B) Film estructurado con canales de I tm, C) Film estructurado con 

canales de 5 tm, D_ Film estructurado con canales de 10 pm. Barra de escala = 50 pm. 

Universidad Nacional de Río Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria 30 



, 



Caracterización de superficies poliméritas modificadas para inhibición de blofilms de Staphylococcus aureus en la Industria alimenticia 

Mic. Iris S. Costamagna 

Microscopía de Fuerza Atómica 

Para poder observar con mayor detalle la topografia de las superficies poliméricas 

estructuradas se utilizó la técnica de Microscopía de Fuerza Atómica. En la figura 5 se observa 

una topografía con estructuras típicas obtenidas por ablación por interferencia láser que varían 

según la potencia de láser utilizada. El período de los micropatrones fue de 3 pm. La 

profundidad de las líneas ablacionadas fue de 1, 5 y 10 gm. para las potencias de 0,36; 0,91 y 

1,81 J/cm2 respectivamente. 

El perfil de los micropatrones puede ser descripto como sinusoidal-trapezoidal para bajas 

intensidades del láser (0,36 J/cm2, Figura 5 A). Para valores de intensidad medios suele 

obtenerse un perfil sinusoidal (0,91 J/cm2, Figura 5 B) y para valores de intensidad altos se 

observa un perfil en forma de U (1,81 J/cm2' Figura 5 C). 
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Figura 5: Imágenes de las superficies estructuradas con distintas intensidades de láser: 0,36 

J/cm2 (A); 0.91 J/cm2 (B) y 1,81 J/cm2 (C). Las muestras fueron analizadas por Microscopía de 

Fuerza Atómica. 

Ángulo de contacto 

Debido a que los sustratos son materiales comercialmente ya caracterizados fueron testados 

contra el agua bidestilada. En la figura 6 se observan las fotografías tomadas de las gotas sobre 

las superficies estructuradas. Cuando las superficies son estructuradas, la mojabilidad de las 

mismas se ve alterada mostrando diferentes respuestas. En este caso, podemos ver como las 

superficies estructuradas con canales de 1 y 5 gin (figura 6, B y C respectivamente) revelan un 

comportamiento más hidrofílico. Sin embargo, en las superficies estructuradas con periodos de 

g Universidad Nacional de Río Cuarto. Facultad de Agronomía y Veterinaria 31 



Caracterización de superficies poliméricas modificadas para inhibición de biofilms de Staphylococcus aureus en la industria alimenticia 

Mic. Iris S. Costamagna 

10 ptm (figura 6 D), el ángulo de contacto arrojó un valor cercano al de los films sin 

estructurar (figura 6 A). 

Figura 6: Perfil de la gota de agua sobre superficies de poliimida. (A) Film de poliimida sin 

estructurar, (B) Film de poliimida estructurado con canales de 1 pm, (C) Film de poliimida 

estructurado con canales de 5 pm, (D) Film de poliimida estructurado con canales de 10 pm. 

Los datos del comportamiento de la gota en las distintas superficies fueron resumidos en la siguiente 

tabla: 

Tabla 1: Medidas geométricas de las gotas en contacto con las superficies estructuradas 

Sustrato Angulo de contacto Altura de la gota 

(mm) 

Radio de base 

de la gota (mm) 

Sin estructurar 43,79° ± 0,04 0,99 ± 0,10 2,08 ± 0,03 

Canales de 1 pm 37,29° ± 0,07 0,80 ± 0,05 1,97 ± 0,05 

Canales de 5 pm 34,51°± 1,01 0,76 + 0,05 2,07 ± 0,01 

Canales de 10 pm 44,00° ± 0,02 1,05 ± 0,05 1,99 ± 0,05 

Los datos representan la media ± desvío estándar. Infostat 2010. 

I Mivemidad Nacional de Ftio Cuarto. Facultad de Agronomía s Veterinaria 32 



Caracterización de superficies poliméricas modificadas para inhibición de biofilms de Maphylococcus aureus en la industria alimenticia 

Mic. Iris S. Costamagna 

Estudio de comportamiento bacteriano frente a las superficies modificadas 

Caracterización de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus 

La información generada por las curvas de crecimiento bacteriano permite evaluar la mayor o 

menor velocidad de desarrollo de los microorganismos de manera subjetiva, mediante la 

inspección visual de las gráficas de UFC/ml en función del tiempo o también estimando la 

evolución de la masa bacteriana en crecimiento mediante la integral de los valores de UFC/ml 

en función del tiempo. Se realizó la curva de crecimiento de S. aureus evaluando su 

crecimiento a una longitud de onda de 600 nm utilizando un espectrofotómetro cada dos horas, 

en la que se observó que aproximadamente a las 6 horas se alcanzó la fase estacionaria (Figura 

7). 

Figura 7: Curva de crecimiento de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213. 

Los datos representan la media ± desvío estándar. 
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Cuantificación de bacterias adheridas al polímero por recuento de colonias 

En la figura 8 se puede observar que, luego de normalizar los datos de los films estructurados 

con respecto a los del control sin estructurar, se encontró que el crecimiento bacteriano en los 

films estructurados con canales de 1 y 5 jim fue significativamente menor (p < 0,05). 

u 

I 
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•1 um 
13 5um 
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I

Figura 8: Cuantificación de bacterias adheridas a las superficies estructuradas. 

UFC: Unidades formadoras de colonias. Los datos representan la media ± desvío 

estándar. * Indica diferencias significativas (p < 0,05). Prueba de Kniskal-

Wallis, Infostat 2010. 
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Ensayo de viabilidad bacteriana por MTT 

Como se puede observar en la figura 9, la actividad metabólica de las bacterias y 

consecuentemente su viabilidad, fue significativamente menor en las superficies estructuradas 

con canales de 1 y 5 Itm. 

Figura 9: Viabilidad de S. aureus mediante la técnica de MTT en 

superficies estructuradas por la técnica de ablación por Interferencia Láser 

Directa. Los datos representan la media ± desvío estándar. * Indica 

diferencias significativas (p < 0,05). Prueba de Kruskal-Wallis, Infostat 

Formación de biofilm por la técnica de cristal violeta 

Para evaluar la formación de biofilm se incubó la cepa de S. aureus durante 24 horas con los 

sustratos poliméricos estructurados y se utilizó la técnica colorimétrica de Cristal Violeta. El 

promedio del valor de absorbancia a 595nm fue interpretado según la siguiente escala: 

negativo (X<0,12), débil (0,12<X<0,24) y positivo (X>0,24). Se definió arbitrariamente la 
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unidad de biomasa de biofilm (UBB), una absorbancia 595nm = 0,1 corresponde a 1 UBB. 

Tanto las superficies nano/microestnicturada como la que no fue modificada revelaron un 

valor de k595nm positivo para el desarrollo de biofilm (Figural0). Sin embargo, la superficie 

estructurada con canales de 5 gin mostró un valor de UBB significativamente menor (29,02 ± 

1,31) comparado con la superficie sin estructurar (39,68 ± 3,56). 

Figura 10: Formación de biofilm de S. aureus en superficies 

estructuradas mediante la técnica de Cristal Violeta. Los datos 

representan la media ± desvío estándar. * Indica diferencias 

significativas (p < 0,05). Prueba de Kruskal-Wallis, Infostat 2010. 
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Análisis del biofilm por AFM 

En la figura 11 se puede observar que en las superficies estructuradas hay un patrón ordenado 

de distribución espacial que está íntimamente relacionado a la topografía generada por la 

ablación láser. 
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Figura I 1 : Imágenes del crecimiento de S. aureus en los distintos sustratos de poliimida 

estructurados Microscopio de Fuerza Atómica. (A) sustrato sin estructurar, (B) sustrato 

estructurado con canales de 1 p.m, (C) sustrato estructurado con canales de 5 p.m, (D) sustrato 

estructurado con canales de 10 µm. 
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DISCUSIÓN 

La presencia de biofilms es común en la industria de los alimentos y pueden adecuarse a 

distintas superficies, lo que puede apreciarse en la contaminación y pérdida de la calidad de 

los alimentos. Los alimentos contaminados con S. aureus pueden llegar a ser altamente tóxicos 

ya que algunas cepas poseen la habilidad de producir enterotoxinas (Le Loir et al., 2003). La 

resistencia de estas cepas a antimicrobianos se ha convertido en un problema emergente en el 

ambiente alimentario lo cual genera una gran preocupación en el área de salud Pública (Lee, 

2003). La adhesión y formación del biofilm son también factores de virulencia importantes en 

S. aureus debido a que promueven la colonización de ambientes alimentarios (Brooks y Flint, 

2008). Los biofilms formados en superficies de procesamiento de alimentos han mejorado su 

tolerancia a los desinfectantes aumentando el riesgo de contaminación cruzada de los 

alimentos. La formación del biofilm de S. aureus puede verse favorecida por algunas 

condiciones de procesado presentes en la industria alimentaria, como una temperatura óptima 

de crecimiento o la presencia combinada de sal y glucosa. Estos biofilms pueden constituir 

una fuente potencial de contaminación alimentaria, principalmente debido al efecto 

insatisfactorio de la aplicación de algunos desinfectantes (Rode et al., 2007; Van der Veen y 

Abee, 2011). 

Por lo anteriormente expuesto, es necesario encontrar opciones que reduzcan o no favorezcan 

la adhesión de los biofilms a superficies que estén en contacto con alimentos. Las condiciones 

de la superficie y su topografía constituyen un factor importante para el desarrollo y el 

crecimiento del biofilm. Sin embargo, la información relacionada al efecto de la topografía 

sobre la formación del biofilm es todavía limitada. Este trabajo fue diseñado para evaluar el 

efecto de las superficies poliméricas estructuradas por la técnica de ablación por Interferencia 

Láser Directa sobre la adhesión y crecimiento de S. aureus. 

La poliimidas son polímeros formados por monómeros de imida. Las poliimidas aromáticas 

comerciales como las de Kapton® pueden exhibir propiedades mecánicas y térmicas 

excepcionales. La Espectroscopía Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de 

análisis práctica que permite determinar la composición molecular y química de una variedad 

de materiales. La poliimida contiene grupos carbonílicos conjugados a anillos aromáticos. 

Como efecto de esta conjugación en el presente estudio se observó una disminución en la 

energía de transición (menor longitud de onda) y un aumento en la absorbancia. En este 
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trabajo, los picos presentes en el espectro FTIR fueron los característicos del grupo imida y se 

relacionan con los grupos funcionales particulares encontrados en la poliimida como son los 

estiramientos simétricos y asimétricos del grupo carbonilo de la imida, los ácidos carboxílicos, 

cetonas, enlaces C=C y C-N aromáticos (Toker oztürk et al., 2013). 

La topografía superficial de los films de poliimida fue caracterizada por Microscopía Óptica, 

Microscopía de Fuerza Atómica y determinación del ángulo de contacto. La Microscopía 

Óptica pudo revelar la presencia de patrones regulares en las superficies estructuradas. El 

Microscopio de Fuerza Atómica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force Microscope) es 

un instrumento mecano-óptico capaz de detectar fuerzas del orden de los nanonewtons. Al 

sensar una muestra, es capaz de registrar continuamente su topografía mediante una sonda que 

va acoplada a un cantilever microscópico muy flexible de sólo unos 200 µni (López y Solares, 

2014). En este trabajo, las superficies caracterizadas mediante AFM mostraron perfiles de los 

micropatrones en forma sinusoidal, trapezoidal y en forma de U. 

La ablación láser ocurre cuando la intensidad del láser supera un umbral necesario para lograr 

remover materia del material (Salas et al., 2010). En lo que se refiere a la topografía y en 

concordancia con Lasagni et al., (2008), se encontró que a bajas intensidades, solo una 

pequeña área del polímero utilizado en el presente estudio es ablacionada en las posiciones de 

máxima interferencia produciendo un perfil sinusoide-trapezoidal. Cuando la intensidad del 

láser aumenta, una porción más grande de la figura de interferencia supera el umbral de 

energía necesaria para realizar la ablación del polímero resultando en regiones más amplias 

ablación con una forma sinusoidal. Para intensidades de láser aún más altas se observa un 

perfil en forma de "U". Esto ya fue observado en otros estudios, donde se obtuvieron 

resultados análogos en los cuales la respuesta material a los patrones de interferencia láser era 

dependiente de la intensidad del láser (Acevedo et al., 2009). 

La mojabilidad es una propiedad superficial que depende de las interacciones intermoleculares 

de un líquido en contacto con una superficie sólida. La misma puede ser determinada a partir 

de la medición del ángulo de contacto; que es el ángulo que el líquido forma en la superficie 

de contacto con un sólido. En este trabajo la medición de los ángulos de contacto reveló 

características hidrofilicas con diferencias mínimas entre las diferentes superficies analizadas. 

Estudios previos han reportado resultados similares, en los que se ha encontrado que los 
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espacios generados por la ablación laser no llegan a formar burbujas de aire lo suficientemente 

grandes para afectar la mojabilidad de la superficie (Hitchcock el al., 1981). 

Los materiales de los instrumentos y maquinaria usados en la industria alimenticia son 

variados, dentro de ellos se incluyen acero inoxidable, vidrio, goma, poliuretano, teflón y 

madera. Se ha registrado que Salmonella spp. y Listeria monocytogenes tienen alta capacidad 

para producir biopelículas en superficies plásticas. Superficies hidrofóbicas apolares como 

teflón y madera permiten una adhesión bacteriana más rápida que materiales hidrofílicos como 

vidrio y metales (Zapata Jaña, 2015). 

Se ha encontrado que las interacciones entre el material y la célula no sólo son gobernadas por 

el carácter hidrofilico de la superficie del material. Otras propiedades como la rugosidad, la 

carga de la superficie y características propias de la célula influencian su comportamiento 

frente a la superficie (Ma el al., 2007). 

La interacción inicial entre la bacteria y la superficie inerte implica fuerzas físico-químicas no 

específicas tales como fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofóbicas y polaridad. La 

superficie bacteriana es compleja y en ella se encuentran tanto residuos cargados como 

residuos hidrofóbicos. Sin embargo, los materiales inertes pueden quedar rápidamente 

recubiertos por proteínas o glucoproteínas procedentes de su alrededor (Yu el al., 1994). 

La presencia de biopelículas es común en la industria de los alimentos y pueden adecuarse a 

distintas superficies. En S. aureus la adherencia es, en parte, mediada por una serie de 

adhesinas pertenecientes a la familia de las proteínas MSCRAMM (Microbial Surface 

Cmponents Recognizing Adhesive Matriz Molecules) (Foster y Hook, 1998). Se ha reportado 

que células de los biofilms pueden interactuar con proteínas de la carne (fibrina, laminina y 

colágeno) y lograr una adecuada adhesión a su superficie; esto, puede llevar a serios 

problemas higiénicos y pérdidas económicas debidas al deterioro del alimento. Finalmente, 

proteínas que son excretadas al medio como la proteína de adherencia extracelular (EAP), 

pueden actuar como puente entre un ligando de la superficie y la bacteria (Vila el al., 2008). 

Una vez caracterizadas las diferentes superficies en el presente trabajo se evaluó el 

comportamiento de S. aureus en términos de adhesión, crecimiento y formación de biofilm. 

Para ello se realizó una curva de crecimiento. La información generada por la curva de 

crecimiento bacteriano se utiliza como referencia para evaluar la respuesta de la bacteria a 

distintos tratamientos, pero estas pruebas son laboriosas y requieren mucho tiempo (Gloede el 
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al., 2009). En estos ensayos es necesario caracterizar el crecimiento bacteriano en ausencia del 

tratamiento, a fin de obtener información de referencia para comparar el número de bacterias 

viables que se obtienen en ausencia (crecimiento) y en presencia de diferentes tratamientos 

(Firsov, 2012). 

Para evaluar si la adhesión de S. aureus fue diferente en las distintas superficies poliméricas, 

se realizó una incubación de una suspensión bacteriana con los distintos sustratos poliméricos 

modificados y luego de la incubación las muestras se sonicaron y plaquearon para recuento de 

UFC. Los resultados obtenidos mostraron que la adhesión fue menor en las superficies 

estructuradas con canales de 1 y 5 gm. Verran y Whitehead, (2006) han determinado que las 

superficies con rayas y grietas de tamaño similar al tamaño de las bacterias adheridas retienen 

mayor cantidad de células que las superficies con características topográficas de dimensiones 

mucho mayores. 

En los últimos años se han propuesto metodologías para reemplazar al método clásico de 

recuento de UFC/placa por técnicas indirectas. Una de estas técnicas se basa en cuantificar la 

actividad metabólica de los microorganismos como una medida de la viabilidad bacteriana 

(McCluskey el al., 2005; Amal el al., 2007). El método colorimétrico basado en la reducción 

del cloruro de tetrazolio (XTT) a formazán por los sistemas de transporte de electrones (STE) 

bacterianos propuesto por Tuney el al., (2004) y Moriarty el al., (2005), presenta dos ventajas: 

la primera es la de evitar los errores humanos asociados a los procedimientos de dilución, 

siembra en placa y conteo de UFC/placa, y la segunda en acortar la duración del ensayo. En el 

presente trabajo se utilizó el método de MTT cuyo fundamento es similar. La viabilidad fue 

mayor en superficies estructuradas con canales de 10 pm de ancho. 

Luego de observar los polímeros nano/microestructurados al AFM se encontró que la 

topografía generó un ordenamiento bacteriano, reduciendo significativamente (p<0,05) la 

adhesión y viabilidad en las superficies estructuradas con canales de 1 y 5 pin de ancho. Esta 

disminución en la adhesión bacteriana generada por una reducción del área de contacto 

superficial por el patrón de estructuración puede considerarse una respuesta primaria de las 

células a la topografía. En concordancia con Xu y Siedlecki (2014) podríamos sugerir que una 

reducción en el área de contacto puede considerarse un factor determinante en superficies con 

tendencia hidrofílicas. Otros estudios realizados con superficies de poliimida estructuradas han 
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revelado que la fotolitografía afectó la disposición y migración de leucocitos (Fujisawa el 

1999). 

En cuanto a la formación de biofilm determinada por la técnica de cristal violeta, los 

resultados obtenidos en el presente estudio revelaron que la formación de biofilm solo fue 

diferente en las superficies estructuradas con canales de 5 gm. Estos resultados fueron 

corroborados con la técnica de Microscopía de Fuerza Atómica donde se encontró un patrón 

adhesión que dependía del tamaño de los canales ablacionados. De este modo se busca 

controlar la topografía, ya que diferentes estudios han demostrado que dicha propiedad, tanto a 

escala micrométrica como nanométrica, tiene efectos relevantes en el comportamiento 

microbiano y celular en general (Jáger et al., 2007). 
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CONCLUSIONES 

• La caracterización química realizada por la técnica de FTIR reveló la presencia de los 

grupos funcionales característicos de la poliimida. 

• La potencia utilizada para irradiar las superficies generó diferentes topografías, sin 

embargo no se encontró una diferencia significativa con respecto a la hidrofobicidad de 

las superficies evaluadas. Esto nos indicaría que, para este caso en particular, no hay una 

relación directa entre esta propiedad y la adhesión de S. aureus. 

• Las superficies estructuradas con canales de 5 pm lograron una disminución significativa 

de la adhesión, viabilidad y de la unidad de biomasa de biofilm comparado con el control 

sin estructurar. 

• La Nanotecnología es una disciplina innovadora que permite la creación de nuevos 

materiales con propiedades prometedoras. La técnica de DLIP permite crear patrones 

superficiales en la micro/nanoescala que influyan en el desarrollo del biofilm, permitiendo 

el diseño y fabricación de materiales que puedan garantizar productos alimentarios más 

seguros y de mayor calidad, dando lugar a nuevos enfoques para la prevención y control 

de enfermedades en el futuro. 
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