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RESUMEN

Se han desarrollado mascarillas con tejido inteligente capaz de inactivar virus con envoltura de

forma instantanea y bacterias resistentes a los antibioticos mediante una tecnologia antimicro-

Caté%?évgés\ili?gncia biana de bajo coste. Este tejido inteligente es capaz de inactivar el sindrome respiratorio agudo
San Vicente Martir severo de tipo 2 (SARS-CoV-2) causante de la enfermedad Coronavirus 2019 (COVID-19) y a

bacterias resistentes a antibidticos como la Staphylococcus aureus y la Staphylococcus epider-
midis, resistentes a la meticilina. Esta nueva tecnologia ha sido transferida del laboratorio (www.
serranobblab.com) a la industria (www.visormed.com/es) en tiempo récord para la fabricacion
en masa de mascarillas de nueva generacion FFP2 y mascarillas quirurgicas tanto en tamano
adulto como infantil que les confiere capacidad antimicrobiana y que por tanto proporcionan una
gran proteccion a su usuario frente a infecciones microbianas. Estas nuevas mascarillas seran
utiles para reducir las infecciones por COVID-19 en la presente pandemia, y otras infecciones
provocadas por virus respiratorios con envoltura como la gripe. Ademas, permitird dotar de gran
proteccion a la poblacidn en futuras pandemias y frente a la gran amenaza creciente de las bac-

terias resistentes a los antibioticos.

PALABRAS CLAVE: Mascarillas, Tejido inteligente, Material antimicrobiano, SARS-CoV-2,

Resistencia bacteriana, MRSA, MRSE

ABSTRACT

Face masks made of a smart fabric capable of instantly inactivating enveloped viruses and an-
tibiotic-resistant bacteria have been developed using a low-cost antimicrobial technology. thus,
this smart fabric is capable of inactivating the severe acute respiratory syndrome type 2 (SARS-
CoV-2) that causes Coronavirus disease 2019 (COVID-19) and antibiotic-resistant bacteria such
as methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. This new tech-
nology has been transferred from the laboratory (www.serranobblab.com) to the industry (www.
visormed.com/es) in record time for the mass production of new generation FFP2 masks and
surgical masks in both adult and child sizes. These face masks possess antimicrobial activity
and thus provide great protection to their users against microbial infections. These new face
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masks will be very useful to reduce COVID-19 infections in the current pandemic and other in-
fections caused by enveloped respiratory viruses such as influenza. They will also provide great
protection to the general population in future pandemics and in the menace of the exponentially
growing threat of bacterial resistance to antibiotics.

KEYWORDS: Masks, Smart fabric, Antimicrobial material, SARS-CoV-2, Bacterial resistance,
MRSA, MRSE

1. INTRODUCCION
1.1. COVID-19 y SARS-CoV-2

La historia ha manifestado repetidamente que los patogenos pueden causar efectos desastro-
sos en la vida de los seres humanos. El reciente brote del sindrome respiratorio agudo severo de
tipo 2 (SARS-CoV-2), que ha causado la presente pandemia de la enfermedad Coronavirus 2019
(COVID-19) es un claro ejemplo [1]. A pesar de todo el esfuerzo cientifico y econdémico que ha
supuesto el desarrollo de vacunas antiCOVID-19 en tiempo récord, la patologia COVID-19 conti-
nua propagandose debido a la dificultad logistica y econdmica de llevar a cabo una accion global
conjunta, cuyo peligro se esta incrementando con la apariciéon de nuevas variantes que puedan
esquivar a las vacunas.

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo con envoltura [3-5], es el
séptimo coronavirus que se sabe que ha infectado a seres humanos y el tercero que causa neumonia
grave [8,9], una infeccion de los pulmones causada por bacterias, virus u hongos [10,11]. Las neumo-
nias virales pueden complicarse por infecciones bacterianas secundarias, con sintomas de neumonia
bacteriana [12]. Por tanto, la coinfeccion puede ser causada por virus en el contexto de una neumonia
bacteriana extrahospitalaria [13-15]. La coinfeccidon de pacientes con COVID-19 se observa con el
tipo mas comun de neumonia bacteriana causada por Streptococcus pneumoniae, que normalmente
reside en el tracto respiratorio superior y puede resultar fatal [16].

Existe una gran preocupacion por la rapida propagacion de nuevos patogenos, como el SARS-
CoV-2, que puede coexistir con una amplia gama de otros tipos de patdogenos clinicamente relevantes,
incluidos los que son multirresistentes. Por lo tanto, la coinfeccion del SARS-CoV-2 con otros virus,
bacterias u hongos constituye una amenaza real para la vida de los seres humanos. En este sentido, se
han propuesto varios farmacos y tratamientos que incluyen remdesivir, hidroxicloroquina, lopinavir/
ritonavir, interferén B-1a, tocilizumab, favipiravir, plitidepsina, infusiones de plasma de convalecen-
cia y anticuerpos monoclonales, entre muchos otros [17]. Sin embargo, actualmente, existen trata-
mientos escasos que sean eficaces frente al COVID-19 [18]. Ademas, la resistencia a los antibidticos
en el tratamiento de la neumonia bacteriana es un problema generalizado [19-21].

1.2. Resistencia a los antibioticos: problema de salud publica mundial
El uso de antibidticos ha generado un impacto muy positivo en la prolongaciéon y mejora de la

calidad de vida de las personas. Sin embargo, su uso excesivo [22] en humanos y animales ha dado
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lugar a la aparicion de resistencia microbiana (RM) en bacterias patdgenas [23] debido a su alta ca-
pacidad de mutacioén que permite desarrollar nuevos mecanismos de resistencia con facilidad [24], lo
que se ha convertido en un grave problema de salud publica mundial [25]. Las infecciones bacterianas
pueden producir rechazo de un implante debido a la colonizacion bacteriana en los dispositivos y la
formacion de biopelicula resultante, que puede causar grandes pérdidas econdémicas y sufrimiento
entre los pacientes [26] debido a la aparicion de patdgenos resistentes a multiples farmacos (MDR)
[27]. La formacion de biopelicula puede dar como resultado infecciones cronicas a pesar del trata-
miento con antibidticos [28]. Otros microorganismos como hongos, virus y parasitos también pueden
desarrollar RM [29]. Las bacterias que desarrollan RM generalmente se conocen como superbacte-
rias. Por lo tanto, los medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones persisten en el cuerpo, lo
que aumenta el riesgo de propagacion a otras personas. La RM en los microbios patdgenos ha alcan-
zado niveles alarmantes en muchas partes del mundo que amenazan la prevencion y el tratamiento
efectivo de un amplio rango de infecciones cada vez mayor causadas por microorganismos [30]. De
este modo, se ha anunciado que alrededor de 2 millones de personas estan infectadas en los Estados
Unidos con MDR y de estas, alrededor de 23,000 mueren al afio. En Europa, 25,000 muertes al afo
también estan asociadas con la infeccion causada por MDR [31]. Ademas, la situacion en Asia 'y otros
paises en desarrollo es mas critica todavia. La gravedad del problema es muy preocupante, ya que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha anunciado recientemente que 480000 personas desarro-
llan tuberculosis multirresistente (MDR-TB) cada afio, y la resistencia a los medicamentos también
estd empezando a complicar la lucha contra el VIH y la malaria [32]. Ademas, el impacto econémico
es muy alto porque el coste de la atencion médica para pacientes con infecciones resistentes es ma-
yor que la atencion para pacientes con infecciones no resistentes debido a una mayor duracion de la
enfermedad, pruebas adicionales y el uso de medicamentos mas caros. Ademads, teniendo en cuenta
que la tasa de RM esta en rapido crecimiento en varios patdgenos, se estima que para el afio 2050, 10
millones de vidas al afio y un total acumulado de 100 billones de dolares americanos (USD) estan en
riesgo debido al aumento de infecciones resistentes a los medicamentos si no se encuentran solucio-
nes o se logran con éxito otras estrategias antimicrobianas validas.

Es sorprendente que se ha estimado que este problema de salud pueda superar a las demas enfer-
medades que amenazan la vida de las personas, incluido el cancer, para el afio 2050 [33]. La OMS
ha revelado este afo mediante el informe de vigilancia los altos niveles de resistencia frente a una
serie de infecciones microbianas graves tanto en paises desarrollados como subdesarrollados [34]. El
Dr. Marc Sprenger, director de la Secretaria de Resistencia Microbiana de la OMS, ha anunciado que
este informe confirma la grave situacion de la resistencia a los antibidticos en todo el mundo. Segiin
la OMS, la Resistencia de la bacteria intestinal Klebsiella pneumoniae [35], que es la principal causa
de infecciones adquiridas en hospitales, se ha extendido a todas las regiones del mundo. Los antibio-
ticos carbapenem no funcionan en mas de la mitad de las personas tratadas por infecciones de este
patdgeno. La resistencia de Escherichia coli [36] a uno de los medicamentos mas utilizados para el
tratamiento de las infecciones del tracto urinario, los antibidticos fluoroquinoldnicos, estd muy exten-
dida. La resistencia a la bacteria Staphylococcus aureus [37], que es un importante patdgeno humano
que causa una amplia gama de infecciones clinicas, hoy en dia estd muy extendida. Se estima que las
personas con S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) tienen un 64% mas de probabilidades de
morir que las personas con una forma no resistente de la infeccion. Recientemente se ha detectado
resistencia a la colistina, que es el tratamiento de ultima instancia para las infecciones que amenazan
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la vida causadas por Enterobacteriaceae que son resistentes a los antibidticos carbapenémicos, en
varios paises y regiones, lo que hace que las infecciones causadas por dichas bacterias sean intrata-
bles. La tuberculosis multirresistente y la tuberculosis ampliamente resistente a los medicamentos
(XDR-TB) son resistentes a 2 y 4 potentes medicamentos contra la tuberculosis, respectivamente. El
parésito protozoario unicelular de Plasmodium falciparum en humanos se ha vuelto resistente [38] a
casi todos los medicamentos antipaludicos disponibles en 5 paises asiaticos. En 2010, se estimé que
el 7% de las personas en los paises en desarrollo y del 10 al 20% en los paises desarrollados que co-
menzaron la terapia antirretroviral (ART) muestran VIH resistente a los medicamentos [39], y hasta
el 40% entre las personas que reiniciaron el tratamiento.

Se ha publicado recientemente en la revista The Lancet que 1.27 millones por bacterias resistentes
murieron en el afio 2019 [40]. Por lo tanto, todos los paises necesitan urgentemente planes de accion
nacionales sobre RM, mayor innovacion e inversion en investigacion para desarrollar nuevas estrate-
gias de prevencion que puedan ayudar a combatir este grave problema.

1.3. Las mascarillas de nueva generacion

En la presente pandemia, las mascarillas han demostrado proporcionar gran proteccion frente a la
transmision de enfermedades provocadas por virus y bacterias. Sin embargo, cuando las mascarillas
estan fabricadas con tejido antimicrobiano, estas nos protegen mucho mas, ya que en cuanto un virus
o bacteria toca el tejido se produce una reaccion que inactiva al microorganismo [41] (Figura 1).

Ademas, este tipo de mascarilla presenta una serie de ventajas frente a la convencionales, ya que
es una mascarilla con responsabilidad social porque reduce la transmision del COVID-19 en dos
direcciones: protege a las personas sanas ejerciendo de escudo protector y las personas infectadas
contagian mucho menos, ya que la mayoria de virus que expulsan se inactivan antes de salir de la
mascarilla. Se disminuye el riesgo de transmision por contacto, ya que los microorganismos presentes
en la mascarilla se inactivan, y se evita el riesgo de infeccion que supone tocar la mascarilla con la
mano y luego tocarnos la boca o un ojo. También tiene la ventaja de que, como inactivamos la ma-
yoria de los microorganismos que expulsamos al hablar o recibimos, es una tecnologia que produce
muchos menos residuos infecciosos.

1.4. Planteamiento innovador y original

Esta demostrado que una de las herramientas mas eficaces para prevenir las infecciones bacteria-
nas y virales son las mascarillas. Sin embargo, las mascarillas convencionales estan fabricadas con
materiales sin capacidad para destruir virus y bacterias y actuan inicamente como barrera fisica que
impide que entren en nuestro sistema respiratorio. Ahora bien, los microorganismos llegan a la mas-
carilla y permanecen en ella activos. Por tanto, el usuario puede infectarse. En este proyecto se llevo
a cabo el planteamiento innovador y original de desarrollar mascarillas fabricadas con un material
inteligente, es decir, un material, que de forma inteligente es capaz de reaccionar ante un estimulo
bioldgico produciendo una reaccion instantanea de liberacion de cationes que inactiva los virus y las
bacterias resistentes en cuanto entraran en contacto.
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MASCARAS FACIALES PROTECTORAS

Tipos de mascarillas
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Figura 1. Mascarilla de nueva generacion: con capacidad antimicrobianas que inactivan microorganismos.
Tipos de mascarillas. Creada con Biorender por Angel Serrano Aroca.

Se pretendi6 desarrollar un proceso simple, de bajo costo, fiable, reproducible y mediante un mé-
todo de recubrimiento facilmente transferible a la industria. De este modo, se busco desde el principio
que la tecnologia aplicada para conseguir este objetivo constituyera un minimo coste adicional para
que su fabricacién en masa fuera viable y pudiera llegar a la mayoria de la poblacion para hacer frente
a la pandemia.

El presente desarrollo ha constituido el primer desarrollo industrial mundial de un tejido para mas-
carillas capaz de inactivar de forma instantanea el SARS-CoV-2 (inactivacion mayor del 99% al cabo
de un minuto de contacto) y el virus con envoltura phi 6 (inactivacion del 100% al cabo de un minuto
de contacto), y a bacterias multirresistentes como la S. aureus y S. epidermidis resistentes a la meti-
cilina, y de ahi el gran impacto que causo6 la noticia en todos los medios nacionales e internacionales
(www.serranobblab.com y www.visormed.com/es).

2. OBJETIVOS

En este proyecto se plante6 el objetivo de conseguir funcionalizar la superficie de un tejido no
tejido cominmente utilizado como filtro de mascarillas con un compuesto biocida, el cloruro de
benzalconio (BAK), a través del método de recubrimiento denominado en inglés dip-coating [42]
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que pudiera inhibir la capacidad de infeccion del SARS-CoV-2. Al comienzo de la pandemia resultd
imposible encontrar laboratorios de bioseguridad nivel 3 que trabajaran con el patogeno debido a que
los pocos que hay en el mundo estaban saturados trabajando con el desarrollo de vacunas y testando
farmacos reposicionados para tratar el COVID-19. Por tanto, en esta dificil situacion, el Serrano
BBlab comenz6 trabajando con un modelo viral del SARS-CoV-2, el bacteriofago phi 6, que permite
trabajar en condiciones bioseguras, ya que no infecta a personas. Este bacteriéfago phi 6 es un virus
ARN que tiene en comun con el SARS-CoV-2 su envoltura lipidica, que es donde segiin nuestra
hipotesis de trabajo podria actuar el BAK para inactivarlo. De este modo, se pretendia conseguir un
tejido de mascarillas antimicrobiano capaz de inactivar el virus de forma instantanea a penas entrara
el patdgeno en contacto con el tejido para proporcionarnos mayor seguridad. Los filtros no tejidos son
flexibles, resistentes, proporcionan buena filtracion de bacterias y permeabilidad al aire, son materia-
les econdmicos, higiénicos y limpios, ya que son de uso unico [43].

Ademés, en este proyecto, nuestro objetivo era también que el filtro con recubrimiento biofun-
cional de BAK fuera desarrollado de modo que pudiera inhibir el crecimiento bacteriano de dos
bacterias resistentes a los antibidticos clinicamente relevantes: la S. aureus resistente a la meticilina
y la S. epidermidis resistente a la meticilina (MRSE). Ademas de la pandemia actual, la resistencia a
los antibioticos es otro desafio creciente global del siglo actual segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) [44]. La MRSE es un patégeno nosocomial que se esta propagando a nivel mundial vy,
a menudo, es la causa de la enfermedad asociada a catéteres, especialmente entre los recién nacidos
prematuros de bajo peso [45,46]. La MRSA esta causando problemas de salud global, especialmente
en instrumentos médicos y catéteres porque la bacteria S. aureus es un patégeno humano que puede
desarrollar facilmente resistencia a los antibioticos [47,48]. Por lo tanto, en este proyecto, se preten-
dia desarrollar un filtro de mascarilla avanzado que fuera ser capaz de inactivar el SARS-CoV-2, y las
bacterias MRSA y MRSE en cuanto los patégenos contactaran con el tejido. El objetivo del proyecto
buscé desde el principio una tecnologia de bajo coste para que pudiera ser accesible economicamente
a todo el mundo de paises desarrollados y subdesarrollados en la presente pandemia, y que pudiera
servir para futuras pandemias y para todo el personal sanitario expuesto constantemente a bacterias
resistentes.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Preparacion de las muestras

Se prepararon muestras de aproximadamente 10 mm de diametro con un filtro de tela spunlace
no tejida de NV EVOLUTIA (Valencia, Espafia) en forma de disco mediante corte en seco con pun-
zo6n cilindrico. Los discos de filtro de mascarilla antimicrobianos (filtro BAK) (n = 6) se prepararon
mediante el método de recubrimiento por dip-coating [42] utilizando alcohol etilico comercial al
70% con cloruro de benzalconio al 0,1% p/p de Montplet (Barcelona, Espafa) durante 1 minuto a
25°C para lograr un contenido de BAK de 0,46 + 0,13% determinado gravimétricamente. Otro disco
de filtro de mascarilla (filtro S) (n = 6) se sometid al mismo tratamiento de recubrimiento por dip-
coating, pero usando solamente una solucidn de etanol absoluto/agua destilada en la misma propor-
cion (70/30% v/v) sin BAK durante 1 min a 25°C. Como referencia, se prepararon discos de filtro
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de mascarilla (filtro U) sin tratar (n = 6). Posteriormente, los discos se secaron a 60°C durante 48 h
hasta peso constante y se esterilizaron mediante radiacion ultravioleta (TELSTAR Technologies S.L,
Terrassa, Espafia) durante una hora por cada lado.

3.2. Caracterizacion del cloruro de benzalconio

El cloruro de benzalconio utilizado en el recubrimiento biofuncional del filtro de tejido no tejido
comercial se caracteriz6 mediante resonancia magnética nuclear (RMN) en la Universidad de Ciencia
y Tecnologia de Noruega. Antes de la preparacion de la muestra de RMN, el disolvente etanol/agua de
la mezcla de alcohol etilico al 70% Montplet con cloruro de benzalconio (99,9 / 0,1% p/p) se evapord
a 25°C. A continuacion, la muestra de cloruro de benzalconio se prepar6 disolviendo 10 mg en 550
uL de D,O (D, 99,9%) (Sigma-Aldrich, Noruega) y se transfiri6 a un tubo de RMN LabScape Stream
de 5 mm. Los experimentos de RMN se registraron en un BRUKER AVIIIHD 800 MHz (Bruker
BioSpin AG, Félladen, City, Suiza) equipado con un CP-TCI criogénico de 5 mm. Para la caracteriza-
cion del cloruro de benzalconio se registraron los siguientes espectros: proton 1D, espectroscopia de
correlacion de doble filtrado cudntico 2D (DQF-COSY) y coherencia cudantica simple heteronuclear
2D 13C (HSQC) con edicion de multiplicidad. Los espectros se registraron, procesaron y analizaron
utilizando el software TopSpin 3.7 (Bruker BioSpin AG, Fillanden, Suiza).

3.3. Microscopio electronico

Se utiliz6 un microscopio electronico de barrido por emision de campo Zeiss Ultra 55 (FESEM,
modelo Zeiss Ultra 55, microscopia Carl Zeiss, Jena, Alemania) a un voltaje de aceleracion de 3 kV
para observar la morfologia porosa de los filtros tratados y no tratados a dos aumentos (x 100 y x
1000). Las muestras de filtro se prepararon para que fueran conductoras mediante revestimiento de
platino con una unidad de revestimiento por pulverizacion catodica.

3.4. Cultivo de la bacteria propagadora del bacteriofago phi 6

Se cultivo la bacteria Pseudomonas syringae (DSM 21482) del Instituto Leibniz DSMZ de la co-
leccidon alemana de microorganismos y cultivos celulares GmbH (Braun-schweig, Alemania) en agar
de soja triptico solido (TSA, Liofilchem) y posteriormente en medio de soja triptico liquido (TSB,
Liofilchem). La incubacion del liquido se llevé a cabo a 25°C y 120 rpm.
3.5. Propagacion del bacteriofago phi 6

La propagacion del bacteriéfago phi 6 (DSM 21518) se llevo a cabo de acuerdo con las especifica-

ciones proporcionadas por el Instituto Leibniz DSMZ de la coleccion alemana de microorganismos y
cultivos celulares GmbH (Braunschweig, Alemania).
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3.6. Test antiviral utilizando el bacteriofago phi 6

Se anadi6 un volumen de 50 pL de una suspension de bacteriéfagos en TSB a cada filtro a un titulo
de aproximadamente 1 x 10° unidades formadoras de placa por ml (PFU/ml) y se dejo incubar durante
1, 10 y 30 min. Cada filtro se coloc6 en un tubo Falcon con 10 mL de TSB y se sonicé durante 5 min
a 24°C. A continuacion, cada tubo se agitd con vortex durante 1 min. Se realizaron diluciones en serie
de cada muestra para la titulacion de bacteri6fagos, y se pusieron en contacto 100 pl de cada dilucion
de bacteriofagos con 100 pl de la cepa huésped a una densidad 6ptica a 600 nm de 0,5. La capacidad
infecciosa del bacteriofago se midié mediante el método de doble capa [49], donde se agregaron 4 mL
de agar superior (TSB + agar bacteriologico al 0,75%, Scharlau) y CaCl, 5 mM a la mezcla bacterio-
fago-bacteria que se vertid en placas TSA. Las placas se incubaron durante 24 a 48 h en un horno a
25 °C. El titulo de bacteriofagos de cada tipo de muestra se calculé en PFU/mL y se comparo con el
control que consistio en agregar 50 uL. de bacteridéfagos a la bacteria sin entrar en contacto con ningun
filtro y sin ser sonicados. La actividad antiviral en reducciones logaritmicas de titulos se estim6 a 1,
10 y 30 min de contacto con el virus. Se comprob6 que las cantidades residuales de desinfectantes en
las muestras tituladas no interfirieran con el proceso de titulacion y que el tratamiento de sonicacion-
vorteo no afect6 la capacidad infecciosa del bacteriéfago. Las pruebas antivirales se realizaron tres
veces durante dos dias diferentes (n=6) para asegurar la reproducibilidad de los experimentos.

3.7. Tests antivirales con SARS-CoV-2

La cepa SARS-CoV-2 utilizada en este estudio (SARS-CoV-2/Hu/DP/Kng/19-027) nos fue ama-
blemente proporciona por el Dr. Tomohiko Takasaki y el Dr. Jun-Ichi Sakuragi del Instituto de la Pre-
fectura de Kanagawa de Salud Publica de Japon. El virus se purificod en placa y se propagd en células
Vero. El SARS-CoV-2 se almacend6 a -80°C. Se afnadié un volumen de 50 puL de una suspension de
virus en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a cada filtro a una dosis de titulo de 1,3 x 10°
TCID50/filtro, y luego se incubd durante 1 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se anadio 1
ml de PBS a cada filtro y luego se agité con vortex durante 5 min. A continuacion, cada tubo se agito
durante 5 min a temperatura ambiente. Los titulos virales se determinaron mediante ensayos de dosis
infecciosas de cultivo tisular medio (TCID50) dentro de un laboratorio de nivel 3 de bioseguridad en
la Universidad de Kioto en Japon. Brevemente, las células TMPRSS2/Vero [50] (JCRB1818, JCRB
Cell Bank), cultivadas con el medio esencial minimo (MEM, Sigma-Aldrich) complementado con
suero bovino fetal (FBS) al 5%, penicilina / estreptomicina al 1%, fueron sembradas en placas de 96
pocillos (Thermo Fisher Scientific). Las muestras se diluyeron en diluciones seriadas de 10! a 108
en el medio de cultivo. Las diluciones se colocaron en las células TMPRSS2 / Vero por triplicado y
se incubaron a 37 °C durante 96 h. El efecto citopatico se evalud al microscopio. La TCID50/ml se
calculé mediante el método Reed-Muench.

3.8. Pruebas antibacterianas

La actividad antibacteriana de los filtros tratados y no tratados se estudiaron mediante el método
de difusion en agar [51,52]. De este modo, se cultivod placas de S. aureus resistente a meticilina,
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COL [53] y S. epidermidis resistente a la meticilina, RP62A [54], en una concentracion de aproxima-
damente 1,5 x 10® PFU/ml en caldo de soja triptica, en placas de agar triptona de soja. Los discos de
muestra esterilizados se colocaron sobre el césped de las bacterias para incubarlos aerébicamente a
37°C durante 24 h. La actividad antibacteriana de los discos de filtro probados se expreso de acuerdo
con la Ecuacion (1) [51]:

nw, =((d_-d)/2)/d (1)

donde nw, , indica el ancho normalizado de la zona de inhibicion microbiana, d _es el diametro
de la zona de inhibicidn y d se refiere al didmetro del disco de muestra. Estos didmetros se midieron
mediante andlisis de software de imagenes (Image J, Wayne Rasband (NIH), Bethesda, MD, USA).
Las pruebas se realizaron seis veces en dias diferentes para garantizar la reproducibilidad.

3.9. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey
("p> 0,05, "*p>0,001) con el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EE. UU.).

4. IDENTIFICACION DE LAS ACTUACIONES REALIZADAS

El Serrano BBlab del Centro de Investigacion Traslacional San Alberto Magno de la Univer-
sidad Catoélica de Valencia (CITSAM-UCV) ha liderado un proyecto internacional para conseguir
desarrollar un tejido inteligente para uso en mascarillas capaz de inactivar virus con envoltura
como el SARS-COV-2 causante de la enfermedad COVID-19 y bacterias resistentes a los antibidti-
cos como la S. aureus y S. epidermidis, resistentes a la meticilina. En este proyecto han colaborado
investigadores internacionales de la Universidad de Kioto de Japén y de la Universidad de Ciencia
y Tecnologia de Noruega, y la empresa alicantina Visor Medical, que es una division dentro de la
organizacion de la empresa Visor Fall Arrest Nets S.L. con una dilatada experiencia en el campo de
las redes de seguridad y elementos de seguridad colectiva y que se uni6 a este proyecto para frenar
la propagacion del virus.

En la Universidad Catdlica de Valencia se desarroll6 el tejido inteligente antimicrobiano capaz
de inactivar el virus con envoltura phi 6, modelo bioseguro del SARS-CoV-2, y a las bacterias
resistentes a los antibioticos MRSA y MRSE. En la Universidad de Kioto se han realizado los en-
sayos antivirales frente al SARS-CoV-2, ya que disponen de un laboratorio de bioseguridad nivel
3 para poder trabajar con este patogeno. En la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Noruega se
ha caracterizado el cloruro de benzalconio utilizado en el desarrollo del tejido inteligente mediante
resonancia magnética nuclear. Todo el conocimiento adquirido a nivel de laboratorio ha sido trans-
ferido a la empresa Visor Medical para desarrollar mascarillas con tejido inteligente antimicrobia-
no a nivel industrial.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Resonancia magnética nuclear del cloruro de benzalconio

El cloruro de benzalconio utilizado en este estudio para el tratamiento del filtro de tejido no tejido
analizado por RMN se muestra en la Figura 2.

C
[
b (™ deqf
HZC—N+—CH2~I~CH2+CH3
a ) n
Cl Hs
ol
o f
= b e
a |
g
d A
/ e
| il
‘)/\_ﬂ jL _JJC AN _|__L?_ ) M
""""" I I B B A A A
7 6 5 4 3 2 1 ppm
o o I~ N o [
S =) o)) fo)} m| [©
Y] ™~ M~ — [9)) m

Figura 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de protones del cloruro de benzalconio

disuelto en D,0 al 99,9% y medido a 25°C. Se muestran la estructura molecular, la asignacion

y la integral para el cloruro de benzalconio. Las letras en la estructura molecular y el espectro
indican el proton en los diferentes subgrupos quimicos del cloruro de benzalconio [55].

5.2. Morfologia porosa de los filtros de mascarilla de tejido no tejido

La morfologia porosa del filtro de mascarilla de tejido no tejido comercial no tratado y tratado se
muestran en la Figura 3.

La microscopia electronica no mostrd signos de cambio morfologico poroso después de realizar
el recubrimiento por dip-coating tanto con disolvente a base de etanol como con el disolvente que
contiene el biocida BAK. Estos resultados sugirieron que no se produce ningin cambio en la respira-
bilidad ni en la eficiencia de filtracion bacteriana para su comercializacion de acuerdo con la norma
europea para revestimientos faciales comunitarios (CWA 17553: 2020).
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|
U Filter S Filter BAK Filter

Figura 3. Morfologia de los filtros de la mascarilla de tejido no tejido mediante microscopia electronica de
barrido por emision de campo. Filtro sin tratar (U Filter), filtro tratado mediante recubrimiento por dip-coating
con el disolvente a base de etanol (S Filter) y filtro de tejido no tejido con 0.46 + 0.13% p/p de recubrimiento
biofuncional de cloruro de benzalconio (BAK) (BAK Filter) a dos aumentos (x 100 y x 1000) [55].

5.3. Ensayos antivirales con el bacteriéfago phi 6 y SARS-CoV-2

El bacteriofago phi 6 es un virus de ARN bicatenario segmentado de tres partes con un total de
aproximadamente 13,5 kb de longitud. Aunque este tipo de bacteridéfago litico pertenece al grupo III
de la clasificacion de Baltimore [56], aqui se ha utilizado como modelo viral del SARS-CoV-2, por
razones de bioseguridad, ya que también tiene una membrana lipidica alrededor de su nucleocépside.
De este modo, el filtro BAK mostrd una potente actividad antiviral (100% de inhibicion viral, ver
Figuras 4 y 5) frente a este virus con envoltura. Las bacterias habian crecido claramente en la placa 'y
no se observaron calvas después de estar el bacteriofago durante 1, 10 o 30 minutos en contacto con
el filtro BAK. Ademas, el filtro U y el filtro S mostraron resultados similares al control mostrando
ausencia de actividad antiviral (ver Figuras 4 y 5).

Se calcularon los titulos de bacteriéfagos de cada tipo de muestra de filtro de mascarilla y se com-
pararon con el control (ver Figura 5).

La Figura 5 muestra que los titulos obtenidos al poner en contacto los bacteriofagos con el fil-
tro U o S son similares al control. Sin embargo, el filtro BAK mostr6é una fuerte inactivacion de
bacteriofagos.

Los resultados obtenidos con el método TCID50/mL sobre la reduccion de titulos infecciosos de
SARS-CoV-2 después de 1 min de contacto con el control, el filtro U, el filtro S y el filtro BAK que
contiene el recubrimiento biofuncional se muestran en la Figura 6.
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CONTROL
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Figura 4. Pérdida de viabilidad del bacteriofago phi 6 medida por el método de doble capa. Imagenes
de titulacion del bacteriofago 6 de muestras sin diluir para control, filtro sin tratar (U Filter), filtro
tratado mediante recubrimiento por dip-coating con el disolvente a base de etanol (S Filter) y filtro

con recubrimiento biofuncional BAK (BAK Filter) a 1, 10 y 30 minutos de contacto viral [55].
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Figura 5. Resultados de la titulacion en el método de doble capa con el bacteriéfago phi 6. Logaritmo
de unidades formadoras de placa por mL (log (PFU/mL)) del control, filtro sin tratar (U Filter), filtro
tratado mediante recubrimiento por dip-coating con el disolvente a base de etanol (S Filter) y filtro con
recubrimiento biofuncional de BAK (BAK Filter) a 1, 10 y 30 minutos de contacto viral [55].
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Figura 6. Reduccion de titulos infecciosos del SARS-CoV-2 después de 1 min de contacto. Filtro

sin tratar (U Filter), filtro tratado con el solvente etanol (S Filter), filtro con el recubrimiento
biofuncional BAK (BAK Filter) y control mediante el método TCID50/mL[55].

Estos resultados demuestran claramente que el filtro BAK es muy eficaz frente al patogeno SARS-
CoV-2 incluso con tan solo 1 minuto de contacto. Estos resultados coinciden con los resultados anti-
virales obtenidos para el otro virus con envoltura bioseguro utilizado en este estudio (ver Figuras 4 y
5). La reduccion de los titulos infecciosos en PFU/mL determinada en el ensayo de doble capa para el
bacteriofago phi 6 y por el método TCID50/mL para el SARS-CoV-2 se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Reduccion de los titulos infecciosos determinados por el ensayo de doble capa para el
bacteriofago phi 6 a 1, 10 y 30 minutos de contacto y mediante el método TCID50/mL para SARS-
CoV-2 a | minuto de contacto. Control, filtro sin tratar (U Filter), filtro tratado con el disolvente

de etanol (S Filter), filtro con el recubrimiento biofuncional BAK (BAK Filter) [55].

Muestra

Phi 6 a 1 min
(PFU/mL)

Phi 6 a 10 min
(PFU/mL)

Phi 6 a 30 min
(PFU/mL)

SARS-CoV-2 a
1 min (PFU/mL)

Control

U Filter

S Filter
BAK Filter

1.6 x 10°+ 1.4 x 10*

35x105+3.9%x10°

1.5x10°+2.4 x 10*
0.0+0.0

3.2x10°+8.9 x 10°

2.5x10°+5.1 < 10°

2.7x100+2.8 x 10°
0.0£0.0

1.4%x107+1.8 x 107

43 x10°+ 1.3 x 10°

44 x10°+74x10°
0.0£0.0

3.5x10°+1.9 x 10°
39x10°+ 1.5 % 10°
1.1 x10°+6.2 x 10°
8.9 x10°+7.8 x 10°

5.4. Pruebas antibacterianas frente a bacterias resistentes

Los resultados de los ensayos antibacterianos de los filtros tratados y no tratados frente a las bac-
terias multirresistentes MRSA y MRSE se muestra en la Figura 7.
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U Filter S Filter BAK Filter

MRSA

Figura 7. Ensayos antibacterianos mediante el método de difusion en disco de agar. Filtro sin
tratar (U Filter), filtro tratado por recubrimiento por dip-coating con el disolvente a base de etanol
(S Filter) y filtrado con el recubrimiento biofuncional BAK (BAK Filter) después de 24 h de
cultivo a 37°C. Los anchos normalizados de los halos antibacterianos, expresados como media +
desviacion estandar y calculados con la Ecuacion (1), se muestran en cada imagen [55].

El filtro tratado por dip-coating con alcohol etilico al 70% que contenia BAK al 0.1% mostr6 una
alta actividad antibacteriana frente a las bacterias multirresistentes MRSA y MRSE. El modo de ac-
cion antimicrobiano de los compuestos de amonio cuaternario como el BAK contra las membranas de
fosfolipidos bacterianos y virales se atribuye a los atomos de nitrégeno cargados positivamente. Esto
puede conseguir erradicar bacterias y virus comunes como la gripe al alterar su membrana bicapa de
fosfolipidos [57], la envoltura glucoproteindcea y las glucoproteinas espiga asociadas que interactuan
con el receptor ACE2 en la infeccion de las células huésped [58]. Por esta razon, el BAK se utiliza
como producto biocida aprobado por la FDA americana y la EMA europea en muchas toallitas y aero-
soles desinfectantes domésticos y también como aditivo en varios jabones y desinfectantes de manos
sin alcohol [59-61].

Este filtro de mascarilla ha sido desarrollado mediante recubrimiento por dip-coating, un método
simple, de bajo costo, fiable y reproducible, a partir de filtro comercial de tejido no tejido donde se
consiguié adsorber [62] una capa micrométrica de BAK sobre la superficie de los filamentos que
constituyen el tejido. La actividad antibacteriana de este tipo de filtro frente a MRSA y MRSE, y su
capacidad de inhibicion viral contra SARS-CoV-2, asi como el bacteriéfago phi 6, demuestra su am-
plia proteccion frente a un amplio rango de patdogenos.
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5.5. Transferencia tecnologica del laboratorio a la industria

Esta nueva tecnologia ha sido transferida del Serrano BBlab del CITSAM-UCYV a la industria, en
concreto, a la empresa alicantina Visor Medical (https://www.visormed.com/es) en tiempo récord
para la fabricacion en masa de mascarillas FFP2 antimicrobianas (FFPCOVID MASK, https://www.
ucv.es/mascarillas, Figura 8):
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Figura 8. Mascarilla FFP 2 con tejido inteligente (FFPCOVID MASK) capaz de inactivar virus con
envoltura como el SARS-CoV-2 y bacterias resistentes: (A) diseflo de mascarilla con arnés; (B) disefio
de mascarilla con orejeras. https://www.visormed.com/es/catalogo-productos-visor-medical

Ademas, muy recientemente, la transferencia del conocimiento ha sido extendida a la fabricacion
de mascarillas quirtrgicas tanto en tamafo adulto como infantil y la FFP2 en color negro (Figura 9).

UCV Research UCV Research
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UCV Research
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Figura 9. Mascarilla quirurgica con tejido inteligente color azul (A) y blanco (B), quirtrgica infantil azul (C), rosa
(D) y blanco (E) y la FFP 2 con tejido inteligente color negro capaz de inactivar virus con envoltura como el
SARS-CoV-2 y bacterias resistentes a los antibioticos. https://www.visormed.com/es/productos/
mascarillas-quirurgicas-con-tejido-inteligente
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Estas mascarillas presentan muchas ventajas frente a las mascarillas convencionales (Figura 10).

VENTAJAS

FFPCOVID MASK VISORMED-UCV RESEARCH

I

Primera mascarilla que destruye
el coronavirus SARS-CoV-2 en se-
gundos, y protege de otros virus
con envoltura como la gripe.

o

Primera mascarilla que protege
de bacterias como la Staphylo-

coccus aureus y la Staphylococ-
cus epidermidis resistentes ala

El tejido inteligente produce una
reaccién quimica de destrucciéon
de virus y bacterias en cuanto

entran en contacto con el tejido.

meticilina.

Mascarilla con responsabilidad La tecnologia desarrollada dismi-
social porque reduce la transmi- nuye la generacién de residuos sién por contacto, ya que los mi-
sién del COVID-19 en dos direc- biolégicos infecciosos. croorganismos presentes en la

ciones. mascarilla se inactivan.

Disminuye el riesgo de transmi-

Figura 10. Ventajas de las mascarillas con tejido inteligente (FFPCOVID MASK)
frene a las mascarillas convencionales. https://www.ucv.es/mascarillas

Ademas, en este proyecto, la empresa Visor Medical ha certificado las mascarillas (Figuras 8 y 9)
en el Instituto Tecnoldgico Textil AITEX de Valencia, Espaia, acreditado para garantizar que cumplen
todas las caracteristicas requeridas en cuanto a respirabilidad, filtracion bacteriana y salpicaduras.
Ademas, Visor Medical ha garantizado la total seguridad del producto final a través de un laboratorio
externo acreditado de gran prestigio internacional, EUROFINS, Organismo Notificado con nimero
2865, mediante ensayos de citotoxicidad in vitro con la linea celular de fibroblastos BALB/3T3 clone
A31 (ATCC®; CCL163™) de acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009 de evaluacion bioldgica de
dispositivos médicos (https://visormed.com/assets/downloads/ensayo_toxicidad negativa.pdf).

6. CONCLUSIONES

El desarrollo de la presente tecnologia ha supuesto un paso de gigante en materia de salud, ya que
se han conseguido fabricar mascarillas de nueva generacion capaces de inactivar virus con envoltura
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como el SARS-CoV-2 en menos de un minuto y bacterias resistentes a los antibioticos. Constituye el
primer desarrollo industrial sin precedentes de mascarillas de estas caracteristicas en todo el mundo.
Se espera que el desarrollo de mascarillas antimicrobianas de este tipo tenga un alto impacto en la
sociedad, ya que constituye un gran avance en la prevencion de enfermedades infecciosas para la me-
jora de la salud humana, especialmente para los sanitarios que estan expuestos constantemente a en-
fermedades infecciosas. Por tanto, esta nueva tecnologia de bajo coste y accesible para todos servira
para dotar de gran proteccion a la poblacion cuando acude a un hospital, se viaja en medios publicos,
se asiste a eventos multitudinarios, etc. Estas mascarillas conseguiran reducir las infecciones por
COVID-19 en la presente pandemia, otras infecciones provocadas por virus con envoltura como la
gripe o en futuras pandemias, y ademas hacer frente al gran problema global de las infecciones cau-
sadas por bacterias resistentes a los antibioticos.
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