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RESUMEN

RESUMEN

La bacteriemia relacionada con el catéter (BRC) y la neumonia asociada a ventilacion
mecanica (NAVM) son dos de las infecciones nosocomiales mas importantes con alta
morbi-mortalidad, altos costes asociados y prolongadas estancias hospitalarias. Ambas
entidades se caracterizan por la formacién de biopeliculas bacterianas o fungicas sobre
la superficie de los catéteres intravasculares o de los tubos endotraqueales,
respectivamente. Los biofilms confieren resistencia intrinseca a los microorganismos
embebidos en estas estructuras dificultando el diagndstico y el tratamiento de este tipo
de infecciones. Por ello los principales objetivos de esta tesis son el desarrollo de nuevas
aproximaciones terapéuticas para erradicar el biofilm en la BRC y en la NAVM, asi como
esclarecer la patogénesis de ésta Ultima en busca de nuevos biomarcadores de

diagnéstico.

En un modelo in vitro de placa multi-pocillo, hemos demostrado que una solucidn
compuesta por etanol al 40% combinado con 60 Ul de heparina, sin ser inactivada,
aplicada como solucién de sellado durante 72 horas, es capaz de reducir la actividad
metabdlica del biofilm de 5 de los principales agentes causales de la BRC tanto en cepas
ATCC como en cepas clinicas. Sin embargo, estos microorganismos son capaces de
recrecer tras dias de la finalizacion de la terapia poniendo de manifiesto la presencia de

un fendmeno denominado “células viables pero no cultivables” (CVNC).

En relaciéon con la NAVM, este estudio demuestra cémo la solucién digestiva

descontaminante aplicada sobre el espacio subglético en un modelo in vitro de
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intubacidn, es capaz de prevenir y eliminar el biofilm de 3 de los microorganismos mas
comunmente causantes de la NAVM. Asimismo, también se observaron CVNC lo que
pone de manifiesto la importancia de estas células en el diagndstico y tratamiento de la

NAVM.

Finalmente, usando cepas clinicas de P. aeruginosa causantes de NAVM aisladas en
diferentes hospitales de Espafia y de Italia, evaluamos las caracteristicas de virulencia
de estas cepas tanto fenotipica como genotipicamente y en un modelo in vivo de G.
mellonella. Este estudio demuestra como la alta formacién de biofilm estd implicada en
multitud de infecciones. Asimismo, demuestra que las cepas de NAVM poseen los
mismos genes de virulencia que las cepas aisladas en otros origenes de infeccién, pero

son menos virulentas en el modelo in vivo.

En resumen, este trabajo propone dos mecanismos novedosos para el tratamiento y
prevencion de dos de las infecciones nosocomiales mas importantes. Asimismo,
esclarece puntos clave no descritos en la literatura de la patogénesis de P. aeruginosa
en la NAVM, abriendo nuevas lineas de estudio en el ambito del diagndstico de esta

entidad.
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ABSTRACT

Catheter-related bloodstream infection (C-RBSI) and ventilator-associated
pneumonia (VAP) are two of the most important nosocomial infections related with high
morbi-mortality, high associated costs and prolonged hospital stays. Both diseases are
characterized by the formation of bacteria and fungal biofilms on to catheter and
endotracheal tube surfaces. Biofilms confer intrinsic antimicrobial resistance to those
microorganisms embedded in these structures, making these infections difficult to
diagnose and to treat. Hence the aims of this study are the development of new
therapeutic approaches to eradicate the biofilms implicated in C-RBSI and VAP and, to
elucidate the pathogenesis of VAP caused by P. aeruginosa to find new diagnostic

biomarkers.

In an in vitro model of microtiter plates, we demonstrated that a solution composed
by 40% ethanol combined with 60 IU of heparin without being inactivated, used as lock
therapy for 72 hours, can decrease the metabolic activity of 5 of the most causative
agents of C-RBSI, both in ATCC and clinical strains. However, these microorganisms were
able to regrowth within 3 days after the therapy, showing the presence of “viable but

not culturable” cells (VBNC).

Related with VAP, we demonstrated in an in vitro model of intubation, that the
application of the selective digestive decontamination solution into the subglotic space,

was able to prevent and eradicate the biofilm of three of the most common
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microorganisms causing VAP. Moreover, we also observed the presence of VBNC cells

which hinders the diagnose and treatment of VAP.

Finally, we used clinical isolates collected from patients with VAP from different
hospitals of Spain and Italy, to evaluate the virulence characteristics both in vitro and in
vivo. The study showed that high-biofilm forming strains were implicated in many kinds
of infections. Moreover, we demonstrated that VAP strains had the same distribution of

virulence genes as non-VAP strains, being less virulent in vivo.

In conclusion, we propose two newly mechanisms for the prevention and treatment
of two of the most important nosocomial infections. Furthermore, we described some
key points in the virulence and pathogenesis of P. aeruginosa, which have not been
previously described in the development of VAP, opening new lines of study for the

diagnosis and treatment of VAP.
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1. Bacteriemia relacionada con el catéter.

1.1. Definiciones y Epidemiologia.

Un catéter venoso central es un dispositivo que se inserta en una vena y se usa para
la administraciéon parenteral de nutrientes, sangre, fluidos o medicacién; para la
obtencién de muestras de sangre; y para hemodidlisis o monitorizacién hemodinamica
(1, 2). Alo largo del tiempo, diferentes tipos de CVCs (tabla 1) se han usado para mejorar
el cuidado del paciente (1). Sin embargo, la presencia de estos catéteres se asocia con

un alto riesgo de colonizacidn y subsecuente infeccidn del dispositivo (1, 3).

La bacteriemia relacionada con el catéter, por lo general, se define como bacteriemia
originada por un catéter intravenoso siendo una de de las infecciones nosocomiales mas
frecuentes con altas tasas de morbimortalidad (12-25%), altos costes afadidos (18.000
euros por cada episodio) y estancias hospitalarias prolongadas (2-5). Ademas, a esta
entidad se asocian multitud de términos que es necesario clarificar para la completa

compresion de esta infeccion (6, 7):

- Colonizacion del catéter: crecimiento significativo de uno o varios
microorganismos en cultivo cuantitativo o semicuantitativo de la punta del

catéter, de un segmento subcutaneo o de una conexién.

- Flebitis: endurecimiento o eritema con calor y dolor en el trayecto de una vena

cateterizada actual o recientemente.

- Infeccion del punto de entrada, definicion microbioldgica: crecimiento
significativo de al menos un microorganismo en los cultivos del exudado del

punto de entrada, con o sin bacteriemia concomitante.
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Infeccion del punto de entrada, definicidn clinica: eritema con calor y dolor en
el punto de entrada o en una zona separada hasta 2 centimetros, con o sin
bacteriemia concomitante, pero asociada a otros sintomas de infeccién, como

fiebre o exudado purulento.

Infeccidn del trayecto tunelizado: eritema con calor y dolor en una zona mas alla

de 2 centimetros desde el punto de entrada con o sin bacteriemia concomitante.

Infeccion del bolsillo: infeccion del fluido del bolsillo subcutaneo que aloja el
reservorio, frecuentemente asociado con dolor, endurecimiento o eritema en la
zona, rotura espontdnea con drenado, o necrosis cutdnea local, con o sin

bacteriemia concomitante.

Bacteriemia o fungemia asociada al liquido de infusion: asilamiento del mismo
microorganismo en el liquido de infusién y en el hemocultivo extraido

percutaneamente, sin otro foco identificable de infeccidn.

Bacteriemia o fungemia relacionada con catéter: presencia de al menos un
hemocultivo positivo obtenido por via periférica, en un paciente con un catéter
intravenoso con signos clinicos de infeccidn (fiebre, escalofrios o hipotensién) sin
otro foco identificable de infeccidn distinto del catéter y que cumpla ademas al
menos uno de los siguiente criterios: aislamiento significativo del mismo
microorganismo en el cultivo cuantitativo o semicuantitativo de la punta del
catéter, hemocultivos cuantitativos positivos obtenidos simultdneamente por el
catéter y por una vena periférica y con una relacién de ufc/ml de al menos 3:1 a
favor del primero y/o diferencia del tiempo de positividad de hemocultivos de al

menos 2 horas en sistemas automaticos obtenidos simultaneamente por el
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catéter y por una vena periférica, con un volumen de sangre equivalente, y

siendo el hemocultivo obtenido por el catéter el mas rapido en positivizar.

Aunque la verdadera incidencia de BRC no es bien conocida y varian dependiendo del
tipo de catéter y del paciente, se estima que se producen desde 1 episodio (en unidades
coronarias, cardiorrespiratorias, médicas, médico-quirurgicas...) hasta 4 episodios (en

unidades de quemados) por cada 1.000 dias de uso del catéter (2).

Tabla 1. Tipos de CVCs y sus caracteristicas (2).

Tipo de catéter Caracteristicas

- Insertado a través de las venas

CVC de insercion periférica del antebrazo hasta la vena cava.

- Presenta menos complicaciones
gue los CVC normales.

- Es el mds usado para

CVC no tunelizado tratamientos temporales.

- Puede tener una o varias luces.

- Ocasiona el 90% de las BRC.

- Seinserta en las venas centrales a
través de un tunel subcutaneo.

- Puede tener mas de una luz.

- Se usa para terapias prolongadas.

- Bajoriesgo de infecciones.

- Reservorio totalmente
implantable subcutaneo anadido
aun CVCy al que se accede
mediante una membrana desde
el exterior.

- Las complicaciones infecciosas
son menos frecuentes.

CVC tunelizado

CVC con reservorio implantable

Entre los principales factores de riesgo que predisponen al desarrollo de una BRC
destacan la enfermedad base del paciente, el método de insercion del catéter (de forma

percutdnea o mediante procedimiento quirurgico), el sitio de insercidon del catéter, el
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tiempo de permanencia del catéter, el material del que esté fabricado, y la

administracion o no de nutricién parenteral (2, 3).

1.2. Patogeniay etiologia.

1.2.1. Patogenia.

Los microorganismos causantes de BRC pueden llegar a colonizar e infectar el catéter
por via extraluminal o intraluminal mediante cuatro rutas diferentes (2-4) (figura 1).
Justo después de la insercidon, la superficie del catéter se recubre de proteinas
plasmaticas, particularmente de fibrina, creando un refugio para los microorganismos
(1). La contaminacién microbiana puede provenir de la microbiota de la piel, de la
conexioén del catéter, por via hematdgena desde otro lugar de infeccién y, aunque poco
frecuente, por liquidos de infusién contaminados (1, 8, 9). La contaminacién
extraluminal proviene de los microorganismos presentes en la piel y suele aparecer
durante los 7-10 primeros dias después de la insercidn y por tanto, se relaciona con
catéteres de corta duracién (3). Por otra parte, la contaminacién intraluminal suele
provenir de las conexiones de los catéteres y se relaciona con catéteres de larga
duracion a partir del 7-10 dia de uso (9). Independientemente de la via de colonizacién,
los microorganismos se adhieren rdpidamente al catéter, proliferan y se agregan dando

lugar al biofilm (4).
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Microorganismos Conexion
e la pie contaminada

70-90% 10-50% Infusién
Formacién gg/ntaminada
de fibrina, .

trombos

Diseminacion
hematégena

Figura 1. Pato-fisiologia de la bacteriemia relacionada con el catéter: vias de colonizacién. Imagen

obtenida de Solana, MJ “Infecciones nosocomiales (1). Infeccion de catéter” (2010) (10).

1.2.2. Etiologia.

Los principales microorganismos responsables de las infecciones relacionadas con el
catéter son cocos gram-positivos, destacando los estafilococos coagulasa negativos y
Staphylococcus aureus, seguidos de los enterococos, los bacilos gram-negativos vy las
levaduras (tabla 2) (11, 12). Sin embargo, esta distribucién varia dependiendo de la zona
de insercion del catéter y del tipo de catéter. De este modo, los catéteres insertados en
venas femorales son mdas propensos a colonizarse por bacilos-gram negativos
pertenecientes a la microbiota entérica mientras que los insertados en otros lugares se

suelen colonizar por cocos gram-positivos de la microbiota normal de la piel (2).
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TABLA 2. Porcentajes de incidencia de los microorganismos causantes de BRC en el

Hospital Gregorio Marafién de Madrid (desde 2003 a 2010) (6, 13).

Microorganismo

N° (incidencia por 1000 ingresos)

Gram + 831 (1,73)
ECN 534 (1,11)
Staphylococcus aureus 213 (0,44)
SASM 102 (0,21)
SARM 111 (0,23)
Enterococcus spp. 79 (0,16)
Otros 16 (0,03)
Gram - 209 (0,44)
Escherichia coli 29 (0,06)
Klebsiella spp. 40 (0,08)
Enterobacter spp. 39 (0,08)
Serratia spp. 25 (0,05)
Proteus spp. 13 (0,03)
Pseudomonas spp. 35 (0,07)
Levaduras 194 (0,40)
Candida spp. 190 (0,40)
C. albicans 83(0,17)
C. parapsilosis 80 (0,17)
C. glabrata 13 (0,03)
C. tropicalis 9(0,02)

ECN, Estafilococo coagulasa negativo; SASM, S. aureus sensible a la meticilina; SARM, S. aureus

resistente a la meticilina.

1.3. Diagnostico de la BRC.

El diagndstico de la BRCy su asociacidn con el biofilm puede ser bastante complicado

y se basa tanto en la clinica del paciente (fiebre, hipotensién, mareos, nauseas,

alteraciones a nivel mental, etc..) como en hallazgos microbioldgicos del laboratorio (1,

2, 14).

Cuando clinicamente se sospecha un episodio de BRC, es necesaria la confirmacién

microbioldgica por parte del laboratorio. Para ello, existen diferentes técnicas de
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diagndstico de la BRC, aquellas que se realizan sin la retirada de la via y aquellas que se

llevan a cabo una vez el catéter ha sido retirado (6).

1.3.1. Técnicas sin retirada de la via.

Estas técnicas permiten anticipar la colonizacién de la punta del catéter e identificar
aquellos pacientes que tengan riesgo de desarrollar una BRC pudiendo descartar el
catéter como causante de la BRC y evitando la retirada innecesaria del catéter (6).
Aungue en este caso existen hasta cuatro técnicas diferentes de diagndstico, sélo dos
de ellas se usan de rutina en el laboratorio de Microbiologia clinica: cultivos superficiales
semicuantitativos y hemocultivos diferenciales basados en el tiempo de positivizacidn.
El resto de técnicas como el cultivo y tinciones de sangre aspirada por el catéter y las
técnicas moleculares, son técnicas laboriosas y relativamente caras, y todavia no han
presentado datos de rendimiento lo suficientemente altos como para considerase

técnicas de referencia y rutina (6).

+ Cultivos superficiales semicuantitativos.

Esta técnica se basa en la deteccidon de microorganismos en recuento significativo
(215 ufc/placa) en cualquiera de las principales vias de acceso a la punta del catéter: piel
circundante al punto de entrada de la via o las conexiones del propio catéter (6). Para
ello, se frota con una torunda de algoddn la piel que rodea la entrada del catéter en un
area de aproximadamente 1-2 cm de radio y con torundas de alginato de menor tamafio
se toman muestras internas de las conexiones (6, 15). Ambas torundas se deben cultivar
rapidamente en placas de agar sangre para recuento semicuantitativo considerandose
como positivo un recuento de una misma especie de 215 ufc. Esta técnica a mostrado

unos porcentajes de sensibilidad y especificidad de 97% y 68% respectivamente, asi
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como un alto valor predictivo negativo (VPN) de 99% (16). Actualmente, se ha
demostrado que el cultivo de los conectores que cierran las luces de los catéteres posee
una sensibilidad para el VPN mayor que los cultivos de las conexiones internas evitando
la manipulacién del catéter (17). Todos estos cultivos superficiales, por su sencillez y
bajos costes, se recomiendan como un método de aproximacién al diagndstico

conservador de la infeccion de la punta del catéter (6).

J

** Hemocultivos diferenciales de tiempo.

La sangre debe ser obtenida simultdneamente de todas las luces del catéter y de una
via periférica (2, 14, 18). Es necesario que las muestras se tomen de todas las luces del
catéter, ya que se ha demostrado que se pueden llegar a perder cerca del 40% de las
BRC (6, 19). En este caso, se considera BRC cuando la sangre obtenida del catéter
positiviza <2 horas antes que la sangre venosa periférica debido a la mayor carga
microbiana en el catéter que en la sangre, aunque, cabe recalcar que este tiempo de
positividad no se aplica a levaduras, donde el tiempo de positividad entre la sangre
obtenida del catéter y la sangre periférica debe ser de 26 horas (15, 20). Aunque esta
técnica tiene altos porcentajes de sensibilidad y especificidad (94% y 91%,
respectivamente) tiene varios inconvenientes: es importante que todos los
hemocultivos estén bien identificados, es necesaria una rapidez de envio e inicio de
incubacidén de los hemocultivos desde su extraccion, el volumen de sangre extraido debe
ser igual para cada hemocultivo, y es imposible aplicar este método para infecciones por
levaduras o, polimicrobianas entre otras (21). Sin embargo, cuenta con la enorme

ventaja de usar los nuevos sistemas automatizados para el procesamiento de
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hemocultivos que determinan el tiempo transcurrido desde el inicio de la incubacion de

los frascos hasta el momento en que se detecta crecimiento significativo (6).

1.3.2. Técnicas diagndsticas con retirada del catéter.

Cuando se sospecha de una BRC, y siempre que sea posible la retirada del catéter, el
cultivo de la punta junto con otros métodos microbioldgicos, aportan el diagndstico de
certeza. La muestra que se procesara seran los ultimos 5 cm de la punta del catéter (6).
Es importante que tenga esta longitud ya que tamanos mds pequefios pueden implicar

la pérdida de la parte final de alguna luz de los catéteres multi-lumen.

Actualmente estas técnicas se clasifican en funcion de la via de colonizacién del
catéter: cultivo para deteccidén extraluminal, intraluminal y ambas, asi como técnicas

rapidas.

7

*¢ Cultivo para colonizacién extraluminal.

Esta técnica se basa en un cultivo semicuantitativo mediante el rodamiento de la
punta del catéter unas 3 o 4 veces sobre una placa de agar sangre (6, 22). También
conocida como técnica de Maki, debido a su descubridor, es un método sencillo y rapido
para la deteccién de colonizaciéon de la superficie externa del catéter (22). Se considera
como cultivo positivo aquellos con recuento 215 ufc/placa (1). Con una especificidad del
76% y por su gran simpleza, esta técnica ha sido aceptada por todos los laboratorios de
Microbiologia Clinica como técnica de referencia. Sin embargo, 2 de sus principales
limitaciones son, que no permite el diagndstico de la BRC de origen endoluminal y que
solo utiliza un medio de cultivo, por lo que organismos nutricionalmente exigentes y

anaerobios no seran detectados (6).
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#¢ Cultivo para colonizacién intraluminal.

Este cultivo consiste en lavar 3 veces las luces del catéter con 2 ml de TSB vy
posteriormente sembrar 0,1 ml de las diluciones 1:10 y 1:100. En este caso el umbral de
positividad es de 1.000 ufc/ml. Sin embargo, como es una técnica que conlleva mucha
manipulacidn, es muy susceptible de contaminacion y solo se utiliza cuando es necesario

conocer el origen de la BRC (6).

+$ Cultivo para colonizacidn extra e intraluminal.

En este caso existen dos técnicas diagndsticas diferentes: la de Brun-Buisson (23) y la

de la sonicacion (24).

Brun-Buisson y cols. simplificaron la técnica de Cleri introduciendo el segmento del
catéter en un tubo con 1 ml de agua destilada estéril y tras un minuto de agitacién
vigorosa con vortex, sembraban 0,1 ml en una placa de agar sangre. Considerdndose
como positivo un punto de corte de >103 ufc/ml, obtuvieron una sensibilidad del 97,5%

y una especificidad del 88% (6, 23).

Por otra parte, la técnica de la sonicacién, descrita por Sherertz y cols. en 1990, es
una técnica cuantitativa que se basa en introducir el catéter en 10 ml de caldo de
enriquecimiento (TSB o BHI) y sonicarlo en un bafio de ultrasonido durante 1 minuto
para recuperar los microorganismos adheridos a las superficies tanto internas como
externas del catéter. Tras la sonicacidon sembraban 0,1 ml de la solucidn original asi como
0,1 ml de sus diluciones 1:10 y 1:100 y tomaron como nivel de positividad 100 ufc/ml,
obteniendo una sensibilidad del 93%, una especificidad de 94%, un valor predictivo
positivo de 72%, y un VPN de 99% (24). Recientemente, Guembe y cols. optimizaron esta

técnica mediante la aplicacidn de la sonicacién sobre la punta del catéter previamente
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fragmentada (fragmentos de 2-5 mm) e introduciendo estos fragmentos en caldo de
enriquecimiento del cual sembraron 0,1 ml en una placa de agar sangre (25). Sin
embargo, esta técnica solo se realiza en los laboratorios de Microbiologia Clinica cuando
hay una sospecha alta de BRC, ya que este método supone una gran carga de trabajo

para estos laboratorios (6).

Finalmente, en el caso especial de reservorios totalmente implantables, es necesario
tanto el cultivo de la punta del catéter como el cultivo del reservorio, tras ser sonicado,
para detectar la colonizacion del bolsillo, y mediante apertura de la membrana, para

detectar colonizacion del interior (6, 25).

+* Técnicas rapidas de diagndstico de BRC con retirada del catéter.

Debido a que todas las técnicas requieren como minimo de 18 a 24 horas para
obtener un resultado preliminar, existen otras técnicas rdpidas alternativas que se basan
en la tincién de la punta del catéter (tinciéon de Gram y tincidon con naranja de acridina)
o en métodos moleculares (PCR 16S del ARNr o el uso de MALDI-TOF) (1, 2, 6). A pesar
de su rapidez, estas técnicas no sustituyen al cultivo, ya que no permiten la identificacion
y posterior estudios de sensibilidad a los antimicrobianos de los microorganismos

causantes de la infeccion (6).

1.4. Prevenciony tratamiento de la BRC.

1.4.1. Prevencion.

Existen numerosas medidas para prevenir la BRC, las cuales han demostrado
funcionar cuando se introducen de manera conjunta mas que aisladamente. Se pueden

clasificar en medidas educacionales e intervencionistas.
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+ Educacionales

Estas medidas se basan en la educacion y el entrenamiento del personal sanitario
encargado de insertar y mantener el catéter segun las recomendaciones de las guias de

prevencion de la BRC.

Numerosos estudios de las pasadas cuatro décadas han demostrado que los
programas educativos para personal sanitario encargados de insertar y mantener el
catéter disminuyen significativamente los riesgos de infeccién (75). Equipos
especializados en dispositivos intravasculares han demostrado una eficacia inequivoca
en la reduccién de la incidencia de las BRC, asi como en sus complicaciones y sus costes
(75). Adicionalmente, el riesgo de infeccién aumenta cuando el nimero de personal de
enfermeria disminuye hasta niveles criticos (77). Sin embargo, estd bien demostrado
que las medidas educacionales sin apoyo de otras medidas adicionales no son
suficientes, ademads requieren de una continuidad y seguimiento que, en general, es
dificil de mantener en un Hospital de tercer nivel, debido a los numerosos cambios en
el personal y falta de personal educador. Por ejemplo, Guembe y cols. (26) llevaron a
cabo un estudio en el que demostraron que el conocimiento respecto a la BRC de los
trabajadores sanitarios aumentaba significativamente tras un programa educacional
basado en charlas de 20 minutos sobre las principales técnicas de prevencidn. Sin
embargo, estos programas, por si solos, no demostraron una reduccidn en la incidencia

de las BRC en los servicios de estudio (26).

J

** Intervencionistas.

A su vez pueden llevarse a cabo durante la insercién o durante el mantenimiento del

catéter.



INTRODUCCION

e |nsercion.

En cuanto a la insercion del catéter, se debe realizar con la adecuada higiene de
manos, con soluciones alcohdlicas o con agua y jabdn en condiciones de asepsia, y con
el uso de batas, guantes, gorro y mascarilla estériles, similares a los que se usan en un

quirdfano (27).

Otra de las medidas mas importantes en la prevencion de las BRC es la eleccién del
sitio de insercidn. La densidad de microbiota de la piel en el lugar de insercién del catéter
es uno de los riesgos mads importantes en este tipo de infecciones (27). De esta manera,
se ha demostrado que la incidencia de BRC es mayor cuando la insercion del catéter se
realiza en la vena femoral que cuando se realiza en la vena yugular o en vena subclavia,
y mayor incidencia en aquellos catéteres insertados en la vena yugular que en la
subclavia (28). Asimismo, la insercién en la vena femoral también se ha demostrado
estar asociado con mayor riesgo de trombosis (27). Una vez elegido el sitio de insercion,
se debe desinfectar la piel con clorhexidina alcohdlica al 2% y considerar la técnica de

imagen para facilitar el acceso vascular (15).

Por otra parte, el uso de catéteres recubiertos o impregnados de agentes
antimicrobianos puede reducir el riesgo de BRC y potencialmente disminuir los costes
hospitalarios que estas infecciones llevan asociados (27, 29). Estos catéteres liberan
localmente una concentracién alta de antimicrobianos evitando la colonizacidn (29, 30).
Por ejemplo, Raad y cols., disefiaron un nuevo tipo de catéter recubierto de minociclina-
rifampicina-clorhexidina, demostrando que son mas eficaces a la hora de prevenir la
colonizacidon comparados con los catéteres aprobados por la FDA, no sélo evitando la

colonizacién por microorganismos mas comunmente causantes de BRC sino también de
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microorganismos resistentes (como SARM, ERV, Pseudomonas aeruginosa multi-

resistente, y levaduras del género Candida spp.) (31).

¢ [Mantenimiento.

En el caso del mantenimiento del catéter también es necesario realizar una adecuada
higiene de manos, con soluciones alcohdlicas o con agua y jabén en condiciones de
asepsia, asi como utilizar soluciones alcohdlicas para desinfectar piel y conectores antes
de cualquier manipulacion, utilizar guantes estériles, y cambiar los apdsitos de gasa cada
2 dias y los transparentes cada 7 dias (27, 30). Asimismo, es también necesario vigilar
diariamente el sitio de insercion, usar conectores cerrados en todas las luces del catéter,
cambiar los sets de administracién cada 7 dias en condiciones de asepsia, y evitar

mantener los catéteres que sean innecesarios (15).

Por ultimo, las estrategias basadas en el uso de soluciones de sellado también han
demostrado una reduccion en la incidencia de las BRC. Estas estrategias se basan en la
inyeccidén de una solucién antiséptica a través de la luz del catéter ocupando todo su
volumen, dejandola actuar mientras el catéter esté sin usar (idealmente >24h) (27, 30).
Los antisépticos mas utilizados son los alcoholes, la taurolidina, y la taurolidina-citrato
(27). Estos agentes generalmente se combinan con compuestos anticoagulantes como
la heparina o el EDTA para evitar la oclusidon y mantener la integridad del catéter (27,

32).

1.4.2. Tratamiento.

Cuando existe sospecha de BRC se debe prescribir tratamiento antibidtico sistémico
incluso antes de tener los resultados de los hemocultivos, ademas de la retirada del

catéter lo antes posible. El tratamiento empirico inicial debe tener actividad frente a
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cocos Gram-positivos y Gram-negativos, con ajuste del antibidtico una vez se tengan los

resultados microbioldgicos (tabla 3) (33).

Tabla 3. Terapia antibidtica empirica segin sospecha (15, 34).

Microorganismo Eleccion Indicaciones
Gram + Vancomicina/daptomicina || Cubrir siempre SARM, ECN-RM
Gram - Segun epidemiologia local || Cubrir multi-R en neutropénicos,

gravedad o colonizacion por multi-R.
-Factores de riesgo (neutropenia,
trasplante).

Candina/Fluconazol - Via femoral.
Levaduras , . . ,
(segun epidemiologia - NPT
local) - Uso de antibidticos de amplio
espectro.

- Colonizacién por Candida spp.

SARM, S. aureus resistente a la meticilina; ECN-RM, Estafilococo coagulasa negativo resistente a la

meticilina; multi-R, multi-resistentes; NPT, nutricidén parenteral total.

Una vez se obtengan los resultados microbiolégicos, el tratamiento se debe adecuar
al microorganismo hallado. En caso de S. aureus y ECN sensibles a meticilina el
tratamiento de elecciéon es cloxacilina o cefazolina, mientras que para aquellos
resistentes a meticilina el tratamiento de eleccion es un glicopéptido como la
vancomicina o teicoplanina y la duracidn debe ser de 5 a 7 dias en ECN y 14 dias para S.
aureus (7, 15, 34). Respecto a los bacilos Gram-negativos, el tratamiento debe basarse
en el panel de sensibilidad antibidtica y debe tener una duracién como minimo de 7 dias
recomendandose de 10 a 14 dias (15, 34). En los casos de candidemia por Candida spp.
se recomienda usar agentes con actividad anti-biofilm como equinocandinas o
fluconazol (dependiendo de la sensibilidad) o formulaciones lipidicas de anfotericina B

con una duracién de 14 dias tras el primer hemocultivo negativo (7, 15, 33, 34).
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La retirada del catéter es indispensable cuando ocurre un episodio de BRC
complicado (endocarditis, tromboflebitis supurativa, infeccidon del tunel, shock séptico,
fiebre no resuelta o bacteriemia persistente de mas de 3 dias) o causado por S. aureus,
Candida spp., P. aeruginosa, Bacillus spp., Micrococcus, o Propionibacterium spp. (3, 7,
34). Sin embargo, en determinadas situaciones, como pacientes hematoldgicos,
trasplantados o en hemodidlisis, donde no existe otro acceso vascular accesible y la
retirada del catéter no se puede realizar, ser recomienda realizar el tratamiento con la
conservacion del catéter (35, 36). Para ello, se debe combinar el tratamiento

antimicrobiano sistémico con las terapias de sellado o de cierre con antibiéticos (34).

Las soluciones de sellado con antibidticos mas utilizados son la vancomicina,
gentamicina, ciprofloxacino, minociclina, amikacina, cefazolina, cefotaxima, y

ceftazidima.



INTRODUCCION

2. Neumonia asociada a ventilacion mecanica.

2.1. Epidemiologia, patogenia y etiologia.

2.1.1. Epidemiologia.

La neumonia asociada a ventilacién mecanica se define como una infeccién pulmonar
nosocomial que aparece al menos 48 horas después de la intubacidn y se caracteriza por
la presencia de un nuevo infiltrado pulmonar, signos de infeccidn sistémica, cambios en

las caracteristicas de los esputos, y deteccion de un agente causal (37, 38).

Se estima que la incidencia varia entre 10-20 episodios de NAVM por cada 1.000 dias
de ventilacion mecanica (39-41). Sin embargo, esta incidencia varia dependiendo del
pais e incluso de la institucién. Asi, los ultimos estudios de incidencia de NAVM en
América reportan unos valores de 1 a 8,5 casos de NAVM por cada 1.000 dias de
ventilacion mecanica en comparaciéon con estudios europeos (37, 42). Sin embargo, los
ultimos datos de incidencia de NAVM en Espaiia reportan una mediana de 8,7 episodios
por cada 1.000 dias de ventilacion mecanica (43). Esta gran diferencia entre paises se
podria explicar por una mejora en la implementacién de las medidas de prevencién de
la NAVM o, simplemente por una heterogeneidad en la definicidén y el diagndstico de la

NAVM a lo largo del tiempo, con discrepancias entre diferentes hospitales (40, 42).

La NAVM se relaciona con altas tasas de morbi-mortalidad, estancias hospitalarias
prolongadas y elevados costes asociados (41, 44). Segun antiguos estudios, la
mortalidad asociada a la NAVM era del 33-50%, siendo esta cifra muy variable
dependiendo de la enfermedad de base de cada paciente (37, 45). Sin embargo, la tasa
de mortalidad ha ido disminuyendo gracias a la implementacion de medidas

preventivas, alcanzando unos porcentajes de aproximadamente 9-13% (37, 40, 42, 44).
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Asimismo, otra variable que afecta al prondstico del paciente es el tiempo de aparicion
de la NAVM. Las apariciones tardias (>5 dias tras la intubacion) se relacionan con
microorganismos multi-resistentes y, por tanto, con un peor prondstico y mayor
mortalidad, en comparacion con la apariciéon de la NAVM temprana (< 4 dias tras la

intubacién) (42).

Respecto al impacto econdmico, se estima que cada caso de NAVM cuesta
aproximadamente 40,000 délares 6 29.431 euros, debido fundamentalmente a

estancias prolongadas en las UCls (39, 42, 45).

2.1.2. Patogenia.

Existen diversas vias por las cuales los patégenos pueden causar NAVM en el
ambiente hospitalario. Estas vias de infeccidn se clasifican como: exdgenas, aquellas que
provienen del ambiente (como por ejemplo mediante aerosoles de aire contaminado,
por contacto con otros pacientes infectados, por transmision mediante el personal
hospitalario, o mediante dispositivos médicos como circuitos de ventilacién
humidificadores...); y enddgenas, aquellas que provienen del propio paciente (como por

ejemplo por micro-aspiraciones de la flora orofaringea del paciente) (figura 2) (45).

Sin embargo, el principal factor de riesgo en el desarrollo de la NAVM es la
introduccidon de un cuerpo extrafio, el tubo endotraqueal, en las vias aéreas (46). El
tracto respiratorio tiene multitud de mecanismos de defensa que normalmente actdan
en conjunto para proteger a los pulmones de una infeccidn. Entre estos mecanismos
destacan las barreras anatdmicas (la glotis y la laringe), tos, secreciones
traqueobronquiales, aclaramiento mucociliar, y la respuesta inmune, tanto humoral

como fagocitica mediante macréfagos y neutrdfilos (47). Cuando el paciente es
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intubado, todas estas defensas se alteran, variando el equilibrio microbiano de las vias
aéreas y aumentando las opciones de estos microorganismos para alcanzar el tracto
respiratorio inferior y causar la infeccion (37, 45, 46). Ademas, la intubacién traqueal
favorece el flujo de microorganismos patégenos desde la orofaringe hasta los pulmones
mediante el paso de secreciones contaminadas a través del neumo-taponamiento del
tubo, que se van almacenando en el espacio subglético, asi como de secreciones gastro-
pulmonares, que suben desde el estémago (48). Esta translocacidon de las bacterias
desde el estdmago a los pulmones (42) ocurre porgue en pacientes criticos el estdmago
se alcaliniza por la nutricién enteral y los medicamentos intravenosos (47). Esta
alcalinizacién promueve la colonizacidon estomacal por patégenos que son capaces de
alcanzar los pulmones mediante una via ascendente (reflujo gastroesofagico) por

translocacion desde el estémago hasta la orofaringe (42).

Por otro lado, los microorganismos colonizadores del tracto respiratorio son capaces
de formar biopeliculas en la superficie, tanto interna como externa, del TET
proporcionandoles un microambiente protegido y dificultando su erradicacién (18, 47,
48). Asimismo, durante las técnicas de succidn de las secreciones, el biofilm se disgrega

favoreciendo la dispersion de los patégenos (48).
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Figura 2. Rutas de colonizacidn/infeccidn en pacientes con neumonia asociada a ventilacién mecanica.
Estas vias pueden ser: enddgenas (A, por la orofaringe; B, mediante la ruta gastro-pulmonar); y
exogenas (C, contacto con pacientes infectados; D, por la manipulacién del personal sanitario; E,

mediante aparatos infectados; y F, mediante aerosoles contaminados). Imagen obtenida de Safdar N,

“The pathogenesis of ventilator-associated pneumonia: its relevance to developing effective strategies

for prevention” (2005) (49).

2.1.3. Etiologia.

El tipo de microorganismo que causa NAVM generalmente depende de la duracidn
de la ventilacién mecanica. En general, las NAVM tempranas (<4 dias tras la intubacion)
suelen estar causadas por microorganismos sensibles a los antibidticos, mientras que las
NAVM mas tardias (>5 dias tras la intubacién) suelen estar representadas por

microorganismos multi-resistentes, que son mas dificiles de erradicar (37).

Los principales microorganismos causantes de NAVM tempranas incluyen:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, SASM, diferentes especies de
Enterococos, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, y Serratia marcescens (37, 42, 50).

Las principales bacterias que causan NAVM tardia son: Pseudomonas aeruginosa,
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Acinetobacter spp., SARM, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, y
bacterias productoras de beta-lactamasas de amplio espectro como Klebsiella
pneumoniae (37, 42). Finalmente, las NAVM causadas por levaduras y virus son poco
frecuentes, pero entre ellas destacan especies como Candida albicans, virus herpes, o

citomegalovirus (42).

2.2. Diagnéstico de la NAVM.

A dia de hoy, todavia no existe un método universal aceptado o estandar de oro para
el diagndstico de la NAVM (37). Sin embargo, se acepta que el diagndstico debe ser una

combinacion entre la clinica y la microbiologia.

2.2.1. Diagnéstico clinico.

El diagndstico clinico se basa en la presencia de nuevos o progresivos infiltrados en
una radiografia de térax junto con, al menos, dos de los tres criterios clinicos: fiebre
mayor a 38°C, leucocitos o leucopenia, y secreciones purulentas. Estos signos
representan un diagndstico certero para el comienzo del tratamiento empirico (39, 42,

46, 51). Sin embargo, estos datos clinicos no son especificos de la NAVM.

Para aumentar esta especificidad, Pugin y cols. desarrollaron el score de la infeccién
clinica pulmonar (CPIS) que combina datos clinicos, radioldgicos, fisioldgicos, y
microbioldgicos en un valor numérico (Tabla 4). Segun esta escala, un valor mayor a 6

(CPIS>6) seria indicativo de NAVM (42, 48, 51, 52).



Tabla 4. CPIS usado para el diagndstico de NAVM (52).
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Aspecto diagndstico Puntos
Temperatura (°C)
>36,5y<38,4 0
>38,5y<38,9 1
>39 0 36,0 2
Leucocitos en sangre (mm3)
>4.000 y £11.000 0
<4.000 o0 >11.000; formas en banda= 500 1+1
Secreciones traqueales
<14+ 0
>14+; secreciones purulentas 1+1
Oxigenacion: Pao/Flo2' mm Hg
>240 o SDRA 0
<240 o sin signos de SDRA 2
Radiografia pulmonar
Sin infiltrados 0
Con infiltrados difusos 1
Infiltrados localizados 2
Cultivo del aspirado traqueal
Sin crecimiento 0
Cultivo positivo; mismo microorganismo 1+1

en la tincién de Gram

SDRA, sindrome de distrés respiratorio del adulto.

2.2.2. Diagnéstico microbioldgico.

Debido a la baja especificidad del diagndstico clinico, es necesario obtener muestras

microbioldgicas para confirmar el diagndstico e identificar el patégeno responsable de

la infeccidn y poder adecuar el tratamiento (39). Existen varios métodos de toma de

muestra y cultivo para las muestras respiratorias: cultivos cuantitativos de muestras

obtenidas por métodos invasivos como lavados bronco-alveolares o cepillado bronquial

mediante catéter telescopado, y cultivos semicuantitativos por métodos no invasivos
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como aspirados traqueales. Estos ultimos son lo mas recomendados por las guias frente

a los métodos invasivos (53).

En caso de realizar cultivos cuantitativos tanto de métodos invasivos como no
invasivos, existen diferentes puntos de corte para el diagndstico de la NAVM

dependiendo del tipo de toma de muestra usado (Tabla 5).

Tabla 5. Puntos de corte para el diagndstico de la NAVM mediante cultivos
cuantitativos (42).

Técnica de toma de muestra || Positividad (ufc/ml)
Aspirados endotraqueales 10°
Lavados bronco-alveolares 104

Cepillados bronquiales 103

2.3 Prevencion y tratamiento de la NAVM.

2.3.1. Prevencion.

Existen numerosas estrategias preventivas para la NAVM que han resultado ser
mucho mas efectivas en su conjunto que individualmente (40, 42). Estas medidas se

pueden clasificar en dos grandes grupos: farmacoldgicas y no farmacoldgicas.

Las medidas farmacolégicas se basan en la descolonizacion de la orofaringe y del
estdmago (42). Principalmente, estas medidas se basan en el uso de soluciones
antisépticas para una adecuada higiene oral del paciente y el uso de soluciones
digestivas/orales descontaminantes (51, 54, 55). Estas soluciones, formadas
principalmente por antibidticos tépicos no absorbibles (un aminoglicdsido, polimixina B,
y anfotericina), combinadas con terapia sistémica profilactica, generalmente cefotaxima

o fluoroquinolonas, se aplican en la boca y en el estémago para erradicar bacterias y
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levaduras potencialmente patogénicas que puedan causar la infeccion (48, 56). Pérez-
Granda y cols. han demostrado que el uso de soluciones digestivas descontaminantes
disminuye el riesgo de la aparicion de NAVM en pacientes de cirugia cardiaca (57).
Ademas, también demostraron que este tipo de soluciones no tienen un impacto

negativo sobre la aparicién de microorganismos multi-resistentes (57).

Entre las medidas no farmacoldgicas destacan la higiene de manos del personal
sanitario encargado de manipular los sistemas de ventilacién y los TET de los pacientes
intubados con soluciones alcohdlicas, mantener la presidn del neumo-taponamiento
siempre entre 25-30 mm Hg, aspirar las secreciones acumuladas en el espacio
subglotico, modificar la posicidn corporal de una posicion completamente en supino (0
grados) a una semisentada (30-45 grados), acortar el tiempo de ventilacion mecénica lo
maximo posible, y usar TET modificados con plata o que tengan un sistema para el

drenaje de las secreciones subgléticas (40, 42, 45, 46, 53, 54, 58-60).

2.3.2. Tratamiento.

El tratamiento de la NAVM se basa en la terapia antimicrobiana en dos pasos
diferentes: administracién sistémica de antibidéticos de forma empirica y

posteriormente, una vez identificado el agente etiolégico, de forma dirigida (48).

Administracion empirica de antibidticos sistémicos: Se realiza frente a los
microorganismos que, mas comunmente, causan NAVM (61). El criterio de eleccién del
antibidtico empirico se tiene que basar en el patrén de resistencia antimicrobiana que
tenga cada institucion (48, 62). Por lo general, cuando la apariciéon de la neumonia es
precoz se suele optar por monoterapia con amoxicilina-clavulanico (1-2g/8h),

cefalosporinas no anti-pseudomanicas (2g/24h), levofloxacino (500mg/12-24h) o, en
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algunos casos, ertapenem (1g/24h) (39, 46, 63). En caso de aparicidon tardia, el
tratamiento empirico de eleccién suele ser un carbapenémico con actividad anti-
pseudomonica (1-2g/8h), piperacilina-tazobactam (4g/8h), cefepima (1-2g/8-12h) o
ceftazidima (2g/8h), combinado con un segundo farmaco anti-pseudomdnico como
ciprofloxacino (400mg/8h). Considerar vancomicina (20mg/kg/12h) o linezolid

(600mg/12h) si existe riesgo alto de SARM (39, 63).

Desescalamiento: una vez el agente etioldgico es identificado, se debe desescalar y
elegir un antibidtico dirigido al microorganismo (48). En estos casos, se puede reducir el

tratamiento eliminando la vancomicina o el linezolid si no hay presencia de SARM (39).

Otra de las estrategias terapéuticas es el uso de antibidticos aerosolizados, debido a
gue la penetracién de los antibidticos intravenosos en el pulmén es limitada y tienen
riesgos de toxicidad sistémica (42). De esta manera se obtienen concentraciones mas
altas en el pulmdén aumentando la actividad antimicrobiana y la toxicidad sistémica es
marginal (42, 62). Sin embargo, el uso de estos aerosoles conlleva también riesgos
asociados por los efectos adversos que pueden producir como bronco-espamos, hipoxia

o nefrotoxicidad (64).

Respecto a la duracion del tratamiento, todavia existen controversias sobre el tiempo
adecuado (39). Sin embargo, se consensua que, si inicialmente el antibidtico elegido era
el correcto, la duracion del tratamiento no deberia exceder los 7 dias excepto en casos
de P. aeruginosa XDR, A. baumannii multi-resistente, o enterobacterias productoras de

BLEE y carbapenemasas (51, 63).



introbuccion [IZEE

3. Biofilm.

3.1. Aspectos generales.

El biofilm o biopeliculas de microorganismos se define como una comunidad
microbiana, tanto monomicrobiana como polimicrobiana, embebida en una matriz
extracelular producida por el propio microorganismo que, generalmente, se encuentra
adherida a una superficie (65, 66). El 80-99% de los microorganismos del planeta se
encuentran en estado sésil considerandose el biofilm como la forma predominante de
vida microbiana en la naturaleza (67, 68). Estas células suelen tener fenotipos diferentes
a sus correspondientes células planctdnicas, con una alta capacidad de colonizar nuevas

superficies y una gran tolerancia a estrés medioambiental (69).

Anthony van Leeuwenhoek (1632-1723) describié por primera vez esta estructura
microbiana al observar al microscopio muestras de su propia boca donde ya observé la
agregacion de diferentes microorganismos rodeados por una matriz extracelular (65, 70,
71). Sin embargo, el término biofilm no se usa solo en microbiologia clinica. Fue el
célebre microbidlogo Louis Pasteur (1822-1895) quién describié por primera vez este
fendomeno en muestras alimenticias relacionando la acidificacion del vino con la
presencia de estos agregados bacterianos (72). Durante el siguiente siglo, el interés por
las biopeliculas microbianas disminuyd hasta tal punto que incluso habia microbidlogos
gue no conocian este concepto. No fue hasta 1933 cuando Henrici volvié a introducir el
concepto de “biofilm” en el mundo microbioldgico tras el estudio que realizé sobre la
suciedad bioldgica que existia en el agua, concluyendo que lo microorganismos no viven
como organismos libres flotantes sino como agregados microbianos (71, 72). Fue a partir

de este afio cuando el término biofilm fue adquiriendo mucho mas interés e importancia
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hasta llegar a observarse en el ambito clinico, donde las infecciones relacionadas con la
formacién de biofilm se han convertido en un gran problema por todo lo que conllevan,
como la resistencia a antimicrobianos, infecciones crénicas y persistentes e, incluso, en

ciertos pacientes, la muerte (73, 74).

3.2. Fases de la formacion del biofilm.

La formacién del biofilm requiere la transcripcion de sets de genes diferentes a los
transcritos en la forma plancténica del mismo tipo de microorganismo, asi como
comunicacion entre célula-célula, también llamada “quorum sensing” (70). La formacién
de biofilm es un proceso complejo que engloba 5 etapas diferentes: transporte de los
microorganismos a la superficie, adhesién inicial, formacién de micro-colonias,

maduracion del biofilm, y dispersion (75) (figura3).

3.2.1. Transporte de los microorganismos a la superficie y adhesién inicial.

Las bacterias o levaduras en estado plancténico alcanzan la superficie y comienzan a
adherirse de una forma normalmente reversible (73). Esta adhesion estd influenciada
por fuerzas atractivas o repulsivas que varian dependiendo del nivel de nutrientes, pH,
fuerzasidnicas y temperatura, asi como del material al que se adhieran (preferiblemente
hidrofébico y rugoso) (75, 76). Una vez alcanzada la superficie, las bacterias y levaduras
se adhieren a ella usando estructuras celulares como los flagelos, las fimbrias o proteinas
de adhesién mediante fuerzas de van der Waals, dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno,
fuerzas idnicas o fuerzas hidrofdbicas, pasando a obtener una unidn irreversible a la

superficie (70, 71, 77).
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Figura 3. Fases de la formacion del biofilm: 1. Aproximacién de los microorganismos a la superficie; 2.
Adhesidn inicial; 3. Formacién de micro-colonias; 4. Maduracion del biofilm; 5. Dispersion. Imagen

obtenida de Monroe D. “Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms”. (2007) (78).

3.2.2. Formacion de microcolonias.

La formacidon de micro-colonias tiene lugar una vez las bacterias se han adherido
fisicamente a una superficie o a un tejido biolégico (71, 75). La adhesién a estas
superficies se convierte en estable y comienza el proceso de reproduccion y division
microbiana, iniciada principalmente por sefiales quimicas especificas para la formacién
del exopolisacarido de la matriz (70, 76, 77). Las células microbianas comienzan a
duplicarse rodeadas del exopolisacdrido y sustancias extracelulares poliméricas,
formando micro-colonias coordinadas entre si que comienzan a crecer cubriendo la

superficie (70).
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3.2.3. Maduracion del biofilm.

El crecimiento de la micro-colonias provoca que las células se comuniquen entre si
mediante moléculas de sefializacién creando canales de agua entre ellas mediante los
cuales se produce un intercambio de nutrientes y sustancias que contribuyen a la
homeostasis del biofilm (76). Ademas, se produce un cambio en el patréon de los genes
transcritos, induciéndose genes que contribuyen a la formacion y desarrollo de colonias
sésiles y a una mayor expresion de exopolisacdrido (70). A medida que el biofilm va
creciendo, el EPS protege a estas colonias del estrés medioambiental y mas
microorganismos se van adhiriendo a esta primera monocapa, de tal manera que el
biofilm crece y madura obteniendo una estructura en 3D caracteristica, también
conocido como estructura de champifién o de torre (>100 capas de microorganismos)

(79).

3.2.4. Dispersion.

Los microorganismos son capaces de desprenderse de las capas mas externas del
biofilm mediante fuerzas externas o como parte de un movimiento migratorio
promovido por los efectos de un flujo de fluido continuo (76). Sin embargo, esta
dispersion también ocurre como un proceso natural de la formacidon del biofilm
microbiano. Las bacterias u hongos embebidos en la matriz extracelular dejan de
producir EPS y aumenta la sintesis de enzimas sacaroliticas, en respuesta a una
deplecién de nutrientes, volviendo a su forma plancténica (70, 77). Este nuevo fenotipo

les permite reproducirse mas rapido y colonizar nuevas superficies (66, 80).
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3.3. Componentes del biofilm.

Aunque los principales protagonistas el biofilm son los microorganismos, éstos solo
representan un 2-5% de la masa total de estas estructuras (76). Los principales
componentes de las biopeliculas se concentran en la ME (tabla 6), cuya composicion
varia dependiendo de la especie y/o de las condiciones de crecimiento (81).

Tabla 6. Componentes y porcentaje de masa que representan en un biofilm

microbiano (76).

COMPONENTE % DE MASA DEL BIOFILM
Agua >97%
Microorganismos 2-5%
Polisacdridos 1-2%
Proteinas <1-2%
ADN y ARN <1-2%

La ME se compone de diferentes EPS (polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos
extracelulares) que mantienen la estructura en 3D de estas comunidades microbianas
(69). Esta matriz también actia como un centro de reciclaje guardando todos los restos
de células lisadas que quedan disponibles como nutrientes para el resto de bacterias

presentes en el biofilm (82).

Aunque cada especie, bacteriana o fungica, secreta diferentes homopolisacaridos, la
mayoria de los exopolisacaridos que se encuentran en la matriz son heteropolisacaridos
neutros o residuos de azlcar cargados. Pueden contener radicales orgdnicos u
inorganicos que afectan a las propiedades tanto fisicas como bioldgicas del biofilm (p. e.

alginato, xantano o acido colanico) (82).

~44~
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Otro de los principales componentes de la ME son las proteinas, que se dividen en
enzimas liticas, encargadas de destruir los expolisicaridos y por ende, estan relacionadas
con la fase de dispersion; y las proteinas estructurales, sin accidon enzimatica, que se
encargan de estabilizar toda la matriz polisacaridica y de conectar las bacterias desde su

superficie con las EPS (81, 82).

Por otro lado, el ADNe también forma parte de la ME siendo un componente
estructural muy importante (81). Antiguamente se pensaba que este ADNe provenia de
células lisadas hasta que Mattick y sus colaboradores se dieron cuenta de que afiadiendo
ADNsa | prevenia la formacion de biofilm de Pseudomonas aeruginosa, concluyendo que
el ADNe se secreta activamente durante la formacidon del biofilm (79). EIl ADNe se
caracteriza por tener carga negativa lo que le permite actuar como una fuerza repulsiva
durante la fase inicial de adhesidn. Sin embargo, cuando la distancia entre las células y
la superficie de la matriz es lo suficientemente pequefia (de pocos nandmetros) el ADNe
interacciona con receptores celulares facilitando la adhesién (81, 83, 84). Aunque la
cantidad de ADNe en la ME depende de la especie, su carga negativa le permite repeler
y quelar antibidticos cargados positivamente contribuyendo a la resistencia que

presentan los biofilms (79, 82).

3.4. Implicacion del biofilm en el proceso de infeccién, evasiéon de la

respuesta inmune y resistencia a antibidticos.

Los biofilms tienen un gran significado dentro de la salud publica ya que los
microorganismos que son capaces de formar estas estructuras presentan altas tasas de
resistencia a los antibidticos, son capaces de evadir el sistema inmune y causan

infecciones cronicas dificiles de tratar (85, 86).
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Se estima que aproximadamente un 65% de las infecciones bacterianas se deben a la

formacién de biofilm y, teniendo en cuenta sus mecanismos de resistencia tanto a

antimicrobianos como al ataque del sistema inmune, representan un gran peligro en el

ambito sanitario (70).

Las infecciones causadas por biofilm (figura 4) se pueden clasificar en infecciones de

tejidos sin adhesién a una superficie extrafia (p.e. endocarditis, osteomielitis, fibrosis

quistica, placa dental...), o asociadas a dispositivos médicos (18, 87). Estas ultimas

representan un 60-70% de todas las infecciones relacionadas con el biofilm y se

relacionan con especies bacterianas o fungicas que suelen encontrarse en el agua, en el

medioambiente, o son parte de la microbiota de la piel humana tanto del paciente como

del personal sanitario (87, 88).

DEVICE-RELATED
INFECTIONS
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Contact lenses
Endotracheal tubes
Vascular central catheters
Prosthetic cardiac valves,

pacemakers and
vascular grafts

Peripheral vascular catheters

Tissue fillers,
breast implants

Urinary catheters

Orthopedic implants
and prosthetic joints

TISSUE
INFECTIONS

Chronic otitis media,
chronic sinusitis

Chronic tonsilitis,
dental plaque,
chronic larynaitis
Endocarditis

Lung infection in
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Kidney stones

_Biliary tract infections |

Uljinary tract infections

Vaginosis

Osteomyelitis

Chronic wounds

Figura 4. Infecciones tipicas causadas por biofilms. Imagen obtenida de las guias de diagndstico y

tratamiento de infecciones causadas por biofilm realizadas por el grupo de estudio del biofilm del

ESCMID en 2014 (18).
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Existen varias teorias sobre la disminucién de la susceptibilidad antibidtica de los
microorganismos presentes en un biofilm frente a sus formas planctdénicas. La primera
mantiene que la difusion de los antibidticos es muy lenta e incluso incompleta debido a
la ME (89). Ademas de servir como barrera fisica, se ha demostrado que la ME es capaz
de diluir y neutralizar las moléculas antimicrobianas (89, 90). Otra de las teorias
propuestas es la baja eficacia de los antimicrobianos debido a un crecimiento celular
ralentizado (90). Finalmente, la Ultima teoria, propuesta por Soto y cols., describe la
expresion de multitud de genes que codifican bombas de expulsién y que se ven

inducidos en los biofilms (91).

Ademas, estas comunidades microbianas son capaces de evadir el sistema inmune
del hospedador. Aunque la respuesta inmune innata se desencadena segun aparecen
los primeros signos de infeccion y es capaz de promover una respuesta inmune humoral
activando linfocitos T helper de tipo 2 y T helper de tipo 1 (18), esta no llega a ser efectiva
para el eliminar el biofilm (92). Los polimorfonucleares, dependiendo de la pared
bacteriana, son capaces de penetrar en el biofilm mediante los canales de nutrientes
gue se establecen en los biofilms maduros (92). Sin embargo, presentan una actividad
fagocitica descompensada disminuyendo su capacidad para matar las bacterias (92, 93).
Por otra parte, los macréfagos tampoco son capaces de fagocitar a estas bacterias. A
medida que los macréfagos se van acercando a la superficie del biofilm, van entrando
en contacto con las enzimas liticas bacterianas y mueren sin poder desempefiar su

funcion (93).
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3.5. Métodos diagndsticos de las infecciones relacionadas con el biofilm en

el laboratorio de Microbiologia Clinica.

El diagndstico de las infecciones relacionadas con biopeliculas es un fendmeno
multidisciplinar basado en la historia clinica del paciente, donde se recogen sus signos y

sus sintomas, y en los hallazgos microbioldgicos (94).

Primeramente, es necesario recoger la muestra adecuada para que sea transportada
al laboratorio de microbiologia donde sera procesada. El tipo de muestra recogida
dependerd de la patologia que se sospeche y del lugar de infeccion (18). Cabe destacar
que la deteccién de biopeliculas en muestras bioldgicas no es un proceso sencillo ya que,
la mayoria de las veces, es necesario destruir o desprender ese biofilm para poder
obtener al microorganismo responsable, de manera que las caracteristicas de células
sésiles se pierden pasando a estado plancténico alterandose, sobre todo, su sensibilidad
antibidtica (90, 94). En la tabla 7 se recogen los métodos diagndsticos de infecciones

relacionadas con biopeliculas y sus principales ventajas y desventajas.

Aun asi, la Unica forma de detectar una biopelicula es mediante microscopia, que
previamente haya mostrado evidencias de un proceso infeccioso en curso como puede
ser la presencia de leucocitos y de microorganismos agregados y embebidos en una
matriz propia (18, 94). Este analisis microscépico se puede realizar usando microscopios
Opticos de rutina mediante tinciones tan simples como la tincidon de Gram, que tifie tanto
el tejido como las células inflamatorias, las bacterias, y la ME del biofilm (18, 94). Otras
técnicas de microscopia usadas para la deteccion de biofilm serian la microscopia laser

confocal y la microscopia electrénica de barrido. Sin embargo, estas técnicas no se
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encuentran disponibles como uso en el diagndstico de rutina en el laboratorio de

Microbiologia Clinica (18, 94).

Otras técnicas usadas para la deteccion de infecciones relacionadas con biopeliculas
son el cultivo convencional y las técnicas moleculares (18, 94, 95). Sin embargo, estas
técnicas no son capaces de detectar el biofilm persé y por tanto no discriminan entre

células plancténicas y células sésiles (18).

Tanto para el cultivo como para el uso de técnicas moleculares es necesario liberar a
los microorganismos del biofilm. Esta liberacion se puede conseguir mediante la
sonicacidn u homogenizacidon de la muestra seguido de vértex vigoroso, rascado, o
técnicas de rodamiento, seguido de un cultivo semi-cuantitativo (18). Es posible que
algunos microorganismos agregados en biofilms no sean capaces de crecer en los
medios de cultivo convencionales usados en el laboratorio de Microbiologia Clinica, pero
si ser viables, fendmeno denominado “viable but not culturable” (VBNC) cells (18, 96).
Cuando esto sucede, o cuando el cultivo convencional es negativo pero el facultativo
tiene altas sospechas de infeccién, se recurren a los métodos moleculares. Estos
métodos se basan en la técnica de la PCR. Existen dos tipos de PCR que se usan para la
deteccidn de microorganismos una vez la biopelicula ha sido desprendida y disgregada.
Las PCR universales, que se basan en la amplificacion del gen que codifica la subunidad
16S ribosomal, en caso de bacterias, o el gen 18S ribosomal en caso de hongos,
permitiendo la identificacién y cuantificacion del microorganismo (95); y las PCR
especificas que pueden detectar tanto ADN como ARN especificos y conservados para

cada tipo de microorganismo (94).
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Tabla 7. Principales métodos de diagndstico de las infecciones asociadas con

biopeliculas (18, 97).

Método H Ventajas H Inconvenientes
- Permite la visualizacion
Microscopia del biofilm. - Poca sensibilidad.
Optica - Técnica barata, sencillay

poco laboriosa.

- Equipamiento

- Permite la visualizacién estructural complejoy
. , del biofilm. caro.
Microscopia A . >
, - Demuestra la viabilidad - Requiere formacién
laser confocal . . -
de los microorganismos. especifica.
- Mayor sensibilidad. - Poca experiencia en el

diagnéstico clinico.

- Equipamiento
estructural complejoy

caro.
Microscopia - Permite la visualizacidn - Requiere formacién
electrénica de del biofilm. especifica.
barrido - Sensibilidad alta. - Requiere un

tratamiento de la
muestra muy
laborioso.

- No distingue entre
células planctdénicas y
células sésiles.

- Essusceptible de
contaminacion.

- Puede proporcionar
falsos negativos.

- Método de referencia
Cultivo para la deteccién de

convencional microorganismos.

- Poco laborioso.

- No distingue entre
células planctdénicas y
células sésiles.

- Alta especificidad. - Requiere disrupcién
PCR - Permite obtener el del biofilm.
resultado en pocas - Baja sensibilidad
horas. analitica.

- Essusceptible de
contaminacion.
- Alto coste.
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3.6. Estrategias de tratamiento y prevencidn del biofilm.

Incluso antes de encontrar la relacion entre las biopeliculas y la enfermedad en los
pacientes, se desarrollaron diferentes estrategias para prevenir la colonizacién
microbiana o erradicarla una vez establecida (30). Sin embargo, todos estos métodos se
basaban en estudios de células en estado plancténico sin tener en cuenta las
caracteristicas de los biofilms (30). Durante muchas décadas, el uso de antimicrobianos,
a altas concentraciones, ha sido el principal tratamiento para las infecciones
relacionadas con el biofilm, tanto de tejidos como relacionadas con dispositivos
biomédicos, con altas tasas de fracaso (95, 98). Por ello, durante los ultimos afos, los
esfuerzos se han dirigido al desarrollo de nuevas moléculas que actien especificamente
sobre las biopeliculas (30, 67, 71, 75, 98). Entre las estrategias mds avanzadas para
combatir este tipo de infecciones destacan estrategias basadas en la prevencién de la
formacién del biofilm (soluciones antibiéticas de sellado de catéter, modificaciones de
las superficies de los biomateriales, o el uso de agentes anti-adhesivos); estrategias
bactericidas basadas en la erradicacién de micro-colonias y del biofilm maduro (como el
uso de fagos o nanoparticulas, interferencia en el sistema de “quorum sensing”, etc), y
estrategias basadas en la manipulacién de la dispersidn del biofilm (agentes activadores
de la cascada de sefializacion de c-di-GMP) (figura 5) (75). Sin embargo, la mayoria de

estas aproximaciones terapéuticas todavia estan en fases experimentales.
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3.6.1. Modificaciones de las superficies de los biomateriales y uso de

agentes anti-adhesivos.

Por otro lado, la modificacidn de la superficie del material biomédico ha resultado de
gran utilidad en la prevencidn de infecciones relacionadas con el biofilm in vitro (99).
Estas modificaciones se pueden clasificar como modificaciones quimicas o
modificaciones fisicas (100). Entre las modificaciones quimicas destacan, entre otras, la
manipulacion de la hidrofobicidad y/o la carga de la superficie. La adhesion bacteriana
a una superficie depende tanto de la hidrofobicidad de dicha superficie como de la
hidrofobicidad de la propia célula, asi como de sus cargas (100). Es cominmente
aceptado que las células hidrofébicas se adhieren mejor a las superficies y que las
bacterias tienden a unirse mas fuertemente a superficies hidrofdbicas, ya que la unién
entre dos elementos hidrofébicos se ve favorecida por interacciones fuertes (100, 101).
En relacion a la carga, la superficie bacteriana estd cargada negativamente, por lo que
las bacterias se adhieren mejor a superficies con carga positiva por fuerzas de atraccién
(101). Asi, reconfigurando las propiedades quimicas de los biomateriales, es posible
atenuar la adhesién, y por tanto la propagacion y formacién de las biopeliculas (101,

102).

Dentro de las modificaciones fisicas destaca la alteracién de la topografia del
material. Aunque la relacidn entre la rugosidad de la superficie y la adhesién bacteriana
todavia esta en discusion, existen estudios que mantienen que las irregularidades del
material que midan por encima de 100 nm modulan la adhesion de la bacteria al
material (103, 104). De esta forma, las superficies que poseian alteraciones que eran

significativamente mas pequefias que el tamano de la bacteria, demostraron reducir la
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adhesion de los microorganismos al material (103). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que existe una conexidn estrecha entre las caracteristicas quimicas y la
topografia de una superficie, de tal manera que la hidrofilia de una superficie aumenta

con el aumento de la rugosidad del material (102).
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Figura 5. Principales estrategias para la prevencion y erradicacion de las biopeliculas. Imagen obtenida
de Lebeaux, D. “Biofilm-related infections: Bridging the Gap between Clinical Management and

Fundamental Aspects of Recalcitrance towards Antibiotics”. (2014) (30).

3.6.2. Terapias basadas en fagos, uso de nanoparticulas e inhibicion del

sistema de “quorum sensing”.

Los fagos, o virus bacterianos, se consideran una gran alternativa a los
antimicrobianos para infecciones bacterianas, especialmente para infecciones asociadas
al biofilm (105). El uso de fagos tiene varias ventajas frente al uso de antimicrobianos o
quimicos. Los fagos son muy abundantes y facilmente de aislar de diferentes ambientes,

su produccion es relativamente barata, y son activos frente a microorganismos multi-
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resistentes (75, 105, 106). Ademas, son muy especificos a la hora de parasitar un
hospedador, por lo que no alterarian la microbiota normal humana y solo se replicarian
en el lugar de infeccidn por lo que, actualmente, no se han descrito efectos adversos
(75, 105). Sin embargo, las terapias con fagos son bastante complejas y, aunque existen
estudios demostrando su potente accidn anti-biofilm, la erradicacién completa de estas
estructuras todavia sigue siendo un reto (105, 107-111). Tedricamente, la infeccién de
las células sésiles de un biofilm deberia ser rapida debido a su gran proximidad en
comparacion con las células planctonicas, pero las caracteristicas de las propias
biopeliculas dificultan esta infeccién (106). Ademas, otra de las limitaciones para el uso
de fagos, es la reducida actividad metabdlica que presentan las células en estado sésil
(106, 111). La replicacion de los fagos dentro de la célula huésped depende fuerte y
directamente del crecimiento celular (106). De esta forma, las células en el biofilm, sobre
todo las que se encuentran en capas mas internas, tienen un crecimiento muy
ralentizado debido a la falta de oxigeno y de nutrientes, siendo menos susceptibles a ser

lisadas por estos virus (111).

Otra de las estrategias de erradicacion del biofilm es el uso de nanoparticulas. Las
principales nanoparticulas usadas en estudios de agentes anti-biofilm son particulas
metalicas, cuyo tamafo no sobrepasa los 100 nm, y entre las que destacan las
nanoparticulas de plata y de oro por sus propiedades antimicrobianas intrinsecas (75,
112). Estas particulas estan cargadas positivamente de manera que se produce una
fuerza de atracciéon con las membranas cargadas negativamente de las bacterias
favoreciendo la penetracidon de la particula al biofilm y aumentando la actividad
antimicrobiana (75). Aunque los resultados in vitro son prometedores (113, 114),

todavia existen escasos estudios in vivo de su actividad (115).
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Finalmente, la interferencia con el sistema de “quorum sensing” bacteriano, ha
resultado ser muy util en la disrupcion del biofilm en estudios in vitro, tanto en la
eliminacidn del biofilm como la manipulacién de su dispersion (116, 117). El sistema de
“quorum sensing” es un proceso por el cual las bacterias producen y detectan moléculas
de sefializacién coordinando su comportamiento con células cercanas (118, 119). Es un
sistema que depende de la densidad celular y existen tres principales sistemas de
“quorum sensing”: el sistema de la acilhomoserina lactona (AHL) en bacterias Gram-
negativas, el sistema de autoinduccién peptidico (AIP) en bacterias Gram-positivas, y el

sistema autoinductor-2 en ambos tipos de bacterias (figura 6) (117-120).
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Figura 6. Sistemas de quorum sensing en bacterias gram-negativas y gram-positivas.

La inhibicion de este tipo de sistemas se puede conseguir mediante: la inhibicidn
directa de la sefial impidiendo la sintesis o promoviendo la degradacién de la propia
molécula sefializadora, la inhibicion de la unién de la molécula sefial con su receptor,

y/o la inhibicidn de la cascada de transduccion de la sefial (118).
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3.6.3. Agentes activadores de la cascada de senalizacion de c-di-GMP.

Debido a que los microorganismos en estado planctdnico son mas susceptibles a los
tratamientos antibiodticos, una de las estrategias mas novedosas se basa en promover la
dispersién del biofilm para conseguir células desprendidas que recuperen sus
caracteristicas plancténicas (75). El di-GMP ciclico es una molécula intracelular
involucrada en la coordinacion de la transicion de células plancténicas a estado sésil y
viceversa (121). De hecho, se ha demostrado que existe una relacion entre la
concentraciéon intracelular de c-di-GMP y la formacién de biofilm de tal manera que
concentraciones altas de esta molécula sefializadora promueven la formacién de
biopeliculas mientras que concentraciones bajas favorecen el estado plancténico de la
bacteria (121, 122). Asi, las principales estrategias de inhibicién de la formacién o
dispersion del biofilm son: modulacién de los niveles intracelulares de c-di-GMP
mediante la expresion una fosfodiesterasa exégena (enzima encargada de degradar el
c-di-GMP), el uso de pequenas moléculas que bloquen los dominios activos de las
enzimas encargadas de la sintesis de este dinucledtido o que favorezcan la actividad
fosfodiesterasa, el uso de analogos estructurales de c-di-GMP en interfieran entre la
union de este compuesto con sus efectores, y la inhibiciéon de la transducciéon de su

cascada de sefializacion (123).
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La Infeccién nosocomial ocurre entre el 5-10% de todos los pacientes ingresados en
una institucidn sanitaria, siendo la BRC y la NAVM las dos entidades mds importantes,
principalmente en pacientes ingresados en UCls por su comorbilidad y mortalidad
asociadas (4, 37, 124, 125). Las tasas madas recientes de ambas entidades son
aproximadamente de 1-2 episodios de BRC por cada 1.000 dias de catéter y de 2-16
episodios de NAVM por cada 1.000 dias de ventilacién mecanica (47, 126). La principal
causa de aparicion de ambas infecciones viene dada por la facilidad de los
microorganismos (colonizadores de la piel y de la flora oro-digestiva) de formar un
biofilm sobre la superficie de los dispositivos. Se sabe que el biofilm es precursor de las
infecciones hasta en mas del 80% de los casos. El principal factor de virulencia asociado
al biofilm se debe a la capacidad de los microorganismos de crear una ME que les
confiere una resistencia frente a la accidn del sistema inmunitario del huésped y frente

a la accion de los antimicrobianos (127).

Dentro de los agentes etiolégicos mas comunmente asociados a la BRC y a la NAVM
por su facilidad de formar biofilm son los cocos gram positivos (Staphylococci,
Enterococci), los bacilos gram-negativos multi-resistentes (como Pseudomonas
aeruginosa o Escherichia coli), y levaduras (Candida spp.) (27). Por lo tanto, se requiere
una optimizacion de las herramientas para la prevencién y el tratamiento de ambas

entidades en base a esta capacidad de los microorganismos de formar el biofilm (18).

En la BRC, la terapia de sellado es la herramienta terapéutica mas eficaz tanto en
prevencion como en tratamiento de aquellos catéteres que no pueden ser retirados.
Diversos estudios han descrito la eficacia de antimicrobianos y antisépticos frente al

biofilm bacteriano y fungico (128, 129). Sin embargo, no hay datos consensuados sobre
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el uso clinico de las terapias de cierre con antisépticos para el tratamiento de la BRC. Por
lo que, la primera hipétesis del proyecto se fundamenta en determinar la solucién de
sellado de catéter basada en etanol con aquella la composicién éptima para erradicar el
biofilm de los principales microorganismos causantes de BRC y con minimos efectos

adversos.

Por otra parte, en cuanto a la NAVM, aunque se ha conseguido disminuir muy
significativamente la incidencia mediante diferentes medidas de prevencién, ésta ha
permanecido estable a lo largo de los ultimos afos representando un gran problema
para la salud de los pacientes, asi como para las instituciones. Actualmente, como
medida preventiva eficaz utilizada en algunas UCls, sélo se dispone de una pasta oral y
de una solucién digestiva descontaminante, ambas compuestas de antibidticos y
antifungicos para erradicar la colonizacidon de la cara interna del TET por flora oro-
digestiva (130). Sin embargo, la aplicacién de la SDD como medida adicional sobre la
superficie externa del espacio subglético (concepto de “terapia de sellado”) no ha sido
aun descrita como posible medida de prevencion de la NAVM en pacientes intubados
durante mds de 48 horas. Por tanto, la segunda hipdtesis de este trabajo es la
demostracion in vitro de la eficacia de la SDD utilizada como “terapia de sellado” de la
superficie externa del espacio subglético en un modelo de simulaciéon de intubacién

traqueal tanto para la prevencién como para el tratamiento de la NAVM.

Por ultimo, dado que el principal agente etioldgico de la NAVM es P. aeruginosa (131)
y debido a la alta frecuencia de cepas multi-resistentes, este microorganismo estd
cobrando una importancia muy significativa debido a la mortalidad que estas cepas

llevan asociada (132). Puesto que esta bacteria tiene gran importancia en infecciones
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tanto respiratorias como de otro origen, ciertos estudios mantienen que existe una
relacién entre un genotipo determinado y la localizacion de la enfermedad (p.e. fibrosis
quistica o infecciones urinarias) (133, 134). Sin embargo, no existe en la literatura ningun
estudio en el cual se relacione un determinado perfil de virulencia basado en diferentes
caracteristicas feno-genotipicas de P. aeruginosa con la aparicién de NAVM. Por todo
ello, la tercera y ultima hipodtesis de este proyecto es la posible relacion entre un
determinado perfil de virulencia de cepas clinicas de P. aeruginosa y la apariciéon de
NAVM con la consiguiente optimizacion del diagndstico rdpido de este tipo de

neumonia.
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v Hipétesis 1.

Una solucién de sellado basada en etanol para el tratamiento de la BRC es capaz de
reducir la actividad metabdlica y el recrecimiento del biofilm de diversos
microorganismos en un porcentaje lo suficientemente alto como para ser recomendada

y usada como terapia de sellado.
OBIJETIVO 1

Disefiar y validar en estudio in vitro una solucién de sellado de catéter idonea para
erradicar el biofilm de diversas bacterias y levaduras con minima concentracion de
etanol y de anticoagulante capaz de evitar la inactivacion de la capacidad anti-

trombatica de anticoagulante.

1.1. Estandarizar una concentracién y un régimen éptimos de etanol como

solucién de sellado de catéteres para la prevencidon y erradicacion de biofilm.

1.2. Determinar la actividad de la heparina y la enoxaparina en combinacion
con etanol.
1.3. Evaluar de la capacidad de erradicacidon de la solucion de sellado de

etanol y heparina o enoxaparina en modelo in vitro de biofilm con cepas clinicas.
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v’ Hipétesis 2.

El uso de la “terapia de sellado” con SDD sobre el espacio subglético de TET es capaz
de prevenir y reducir el biofilm maduro de los microorganismos mds comiunmente

causantes de NAVM en un modelo in vitro de simulacién de intubacién traqueal.
OBIJETIVO 2

Estudiar la eficacia de la solucidn digestiva descontaminante como “terapia de
sellado” en el espacio subglético del tubo endotraqueal, comparando la viabilidad de
diversas bacterias y la composicidn de su biofilm mediante tres técnicas diagndsticas

in vitro.

2.1. Evaluar in vitro la capacidad de erradicacién de una “solucién de sellado”

de SDD sobre biofilms maduros de diferentes microorganismos en TET.

2.2. Evaluar in vitro la actividad anti-biofilm como medida de profilaxis frente

a diferentes microorganismos en TET.

2.3. Evaluar lafiltracion de la SDD a través del tubo endotraqueal en el modelo

in vitro.
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v’ Hipétesis 3.

Podria existir una relacion entre un determinado perfil de virulencia de cepas de P.

aeruginosa y la aparicion de NAVM.
OBIJETIVO 3

Realizar un estudio caso-control de caracterizacion de cepas clinicas de P.
aeruginosa aisladas de muestras del tracto respiratorio inferior de pacientes con
NAVM (casos) y de muestras de otras localizaciones no invasivas (controles) para
determinar si existe una asociaciéon entre un determinado perfil de virulencia y la
aparicion de NAVM que permita obtener nuevos biomarcadores que puedan ser

usados en el diagndstico rapido de esta infeccion.

3.1. Determinar el grado de produccién de biofilm en modelo estatico de
placas multi-pocillo por cristal violeta y XTT, el aspecto mucoso de las colonias y la

produccién de piocianina o pioverdina.

3.2.  Caracterizar por PCR la presencia o ausencia de los genes Apr, plcH, LasB,

Lasl, LasR, rhlil, rhiR, ExoS, ExoU, ExoT, ExoY, AlgD, plcN y AlgU.

3.3. Determinar el grado de patogenicidad de las cepas en modelo in vivo de

Galleria mellonella.
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1. Descripcion del hospital.

La mayoria de las cepas estudiadas provienen de pacientes hospitalizados en el
Hospital General Universitario Gregorio Maraindn de Madrid. El hospital es un hospital
publico terciario, de 1550 camas, perteneciente afi Servicio Madrilefio de Salud, que
atiende a una poblacién de unos 700.000 habitantes, repartido en varios edificios. Es
una institucion destacable por su dotacién tecnolégica y su capacidad docente e
investigadora, asi como por la alta capacitacion y cualificaciéon de sus profesionales,

siendo referencia nacional e internacional en varias especialidades.

2. Aislados clinicos estudiados.

2.1. Cepas ATCC.

Para el estudio de la optimizacién de la concentraciéon de etanol como terapia de
cierre se utilizaron las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC29213,
Enterococcus faecalis ATCC33186, Escherichia coli ATCC25922, y la levadura Candida

albicans ATCC14058.

Por otro lado, en el estudio de la profilaxis y tratamiento del biofilm sobre el TET se
usaron las cepas de S. aureus ATCC29213 y E. coli ATCC25922, descritas previamente,

asi como la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC15442.

Finalmente, se usé la cepa de P. aeruginosa PAO1 como control positivo en los
estudios de caracterizacion feno-genotipica de cepas de P. geruginosa provenientes de

pacientes con NAVM y de otros origenes.
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2.2. Cepas de origen en el catéter.

Se usaron un total de 100 cepas causantes de BRC donde 20 fueron de S. aureus (10
SASM y 10 SARM), 20 cepas de E. coli, 20 cepas de Enterococcus sp. (10 E. faecalis y 10
E. faecium), 20 cepas de ECN (10 S. epidermidis y 10 de otro tipo de ECN), y 20 cepas de

C. albicans.

2.3. Cepas de P. aeruginosa de origen respiratorio causantes de NAVM y de

otros origenes.

Se incluyeron retrospectivamente 21 cepas de TRI (casos) de pacientes ingresados en
los servicios de anestesia, reanimacién, y medicina interna con NAVM clinica y

microbioldgicamente diagnosticada en el Hospital Gregorio Marafién de Madrid.

Por otra parte, las 50 cepas control se recogieron de origenes diferentes a infecciones
respiratorias y no invasivas: heridas, orina, hemocultivos, liquido cefalorraquideo,
exudados rectales, catéteres, nefrostomias, abcesos, protesis articulares y muestras de

corneas.

2.4. Cepas provenientes de otros hospitales.

Para el estudio de caracterizaciéon feno-genotipica de cepas de P. aeruginosa se
colabord con otros hospitales tanto nacionales como internacionales. De esta forma, el
Instituti San Gallicanode Roma nos cedié 15 cepas provenientes de Ulceras, orinas,
heridas, CVCs y hemocultivos; y 4 cepas recogidas de bronco-aspirados de pacientes con
NAVM. Por otra parte, el Hospital Universitario de La Paz de Madrid contribuyd con una
cepa de NAVM. El Hospital Ramoén y Cajal de Madrid nos proporciond 3 cepas de

pacientes intubados con NAVM y el Hospital Clinic de Barcelona otras 11 cepas mas.
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3. Formacion de biopeliculas en placa multi-pocillo.

La formacidn de biofilms en placa de 96 pocillos se llevd a cabo segun describieron
Peeters y cols. con algunas modificaciones (135). Para ello, a partir de un cultivo en agar
sangre de 24 horas de la cepa de estudio, se inoculd lo equivalente a un asa de siembra
en 20 ml del medio correspondiente para cada microorganismo (tabla 8) y se incubd a

30°C durante una noche en un agitador orbital a 160 rpm.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS (uno de 20 ml y dos de 10 ml) en 4
ciclos de centrifugacion-resuspension a 3.500 rpm durante 5 minutos y vértex vigoroso.
Las células ya lavadas se resuspendieron en 10 ml de medio correspondiente (tabla 8).
Esta solucidn de ajustd a 0,5 McFarland (102 ufc/ml) para bacterias y a 0,35 (10° ufc/ml)
para levaduras, usando un nefelémetro (Dinko Instruments, Espafia). Se inocularon 100
ul de cada suspension en las placas de 96 pocillos, usando como control negativo medio
sin células, y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las células planctdnicas se

eliminaron tras 3 lavados con 100 ul de PBS y las placas se dejaron secar boca abajo.

En el estudio de la optimizaciéon de la concentracidon de etanol como terapia de
sellado, en combinacién con heparina o enoxaparina, cada cepa se testé 6 veces. Para
el estudio de la eficacia del etanol sobre cepas clinicas de BRC y en el estudio de la

capacidad de P. geruginosa para formar biofilm, cada cepa se testo en triplicados.
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Tabla 8. Medios de cultivos utilizados para la formacion de biopeliculas en el inéculo y

en el ajuste de McFarland.

Microorganismo Medio del inéculo Medio de McFarland

S. aureus TSB TSB

S. epidermidis (ECN) y
TSB + 1% gl TSB + 1% gl

Enterococcus sp. > poigleee (o] > sl (oo

E. coli LB LB

P. aeruginosa BHI BHI

C. albicans YPD RPMI 1640

3.1. Revelado de las placas para la cuantificacion de la produccion de

biomasa mediante tincion por cristal violeta.

Una vez las placas estuvieron completamente secas, se anadieron 200 pl de metanol
al 99% y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Tras descartar
el metanol, se anadieron 125 pl de CV en cada pocillo y se dejé incubar a temperatura
ambiente de 10-15 minutos. Se descarté el CV y se realizaron lavados con agua para
eliminar completamente el CV sobrante. Para la solubilizacion del CV, se afiadieron 125
pl de acido acético al 30% y se dejo incubar durante 10-15 minutos. Finalmente, se
traspasaron los 125 ul a una placa multi-pocillo limpia y se midié la absorbancia a 550

nm mediante un espectrofotémetro (Biochrom EZ Read 400).

3.2. Revelado de las placas para la cuantificacion de la actividad metabdlica

mediante el uso de sales de tetrazolio (XTT).

Tras el secado de las placas, se afiadieron 100 pl de XTT (0,5 mg/ml) previamente
mezclado con un 1 pl de menadiona (1,72 mg/ml) para todos los estudios de

cuantificacién de la actividad metabdlica, salvo para el estudio de la eficacia de sellado



MATERIALES Y METODOS

con etanol, que se usaron 40 pl. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37 °C en
oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se traspasaron los 100 ul a una placa limpia donde

se leyo la absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro (Biochrom EZ Read 400).

3.3. Clasificacion de las cepas en funcion de su capacidad de formar biofilm

por CV o XTT.

La capacidad de formacidon de biofilm tanto por CV como por XTT se clasifico
siguiendo los criterios descritos por Stepanovic y cols. (136). Asi, todas las cepas se
consideraron baja, moderada, o altamente formadoras de biofilm de la siguiente

manera:

- Bajamente formadoras—> D0O<2DOc

- Moderadamente formadoras—> 2D0Oc<D0<4DOc

- Altamente formadoras=> 4DOc<DO

Donde DO es la densidad dptica de la cepa en estudio y DOc es la media de la

absorbancia del control negativo mas 3 veces la desviacién estandar.

4. Sellado con etanol in vitro y capacidad de recrecimiento.

4.1. Tratamiento con etanol.

4.1.1. Tratamiento de etanol y heparina frente a cepas ATCC.

Sobre un biofilm de 24 horas de S. aureus ATCC29213, S. epidermidis (cepa clinica),
E. faecalis ATCC33186, E. coli ATCC25912 y C. albicans ATCC14058, se testaron 3
concentraciones diferentes de etanol (25%, 40%, y 70%) tanto solo como combinado

con 60 Ul de heparina (heparin sodium, 5,000 Ul/5ml, Hospira Prod Farm y Hosp, S.L.),
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siendo esta concentracion la practica estandar de nuestra institucion en el uso clinico de
sellado. Los regimenes de tratamiento fueron: dosis Unica de 2 horas, 24 horas, y 72
horas; y 2 horas durante 3 dias (2 horas de terapia seguidas de 22 horas de medio); 2
horas durante 7 dias; y 24 horas durante 7 dias seguidos. Todas las placas se incubaron

a 37°C hasta el final del tratamiento.

El volumen final de cada pocillo fue de 240 ul (120 ul de la solucién de etanol + 120
ul de medio) en el caso de los biofilms tratados, y de 120 ul de medio en los controles

positivos y negativos.

Todos los experimentos se realizaron en réplicas de 6 con recambio del medio de
cultivo o de las soluciones alcohdlicas cada 24 horas. En la figura 7 se muestra el
procedimiento para la optimizacién de la concentracién de etanol combinado con

heparina en cepas ATCC.

4.1.2. Tratamiento de etanol con enoxaparina en cepas ATCC.

Las biopeliculas preformadas de 24 horas de las cepas descritas previamente se
expusieron a soluciones de etanol al 30%, 35%, y 40% tanto solas como combinadas con
60 Ul de enoxaparina (Clexane 40mg, 4000Ul, enoxaparina sddica, Sanofi-Aventis, SA,,
Barcelona, Espaia). Los tiempos de tratamiento fueron dosis Unica de 2 horas y de 24

horas.

4.1.3. Tratamiento con etanol y heparina en cepas clinicas.

Se usaron 100 cepas clinicas causantes de BRC como se ha explicado anteriormente.
Tras formar un biofilm de 24 horas, se trataron con una solucion de sellado de etanol al

40% combinado con 60 Ul de heparina durante 72 horas con recambio del sellado cada
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24 horas y siguiendo el protocolo usado para las cepas ATCC. Todas las cepas y los
controles se testaron en triplicados. Se eligid Unicamente esta terapia, tras haber

demostrado que fue la mas eficaz de todas las testadas previamente con las cepas ATCC.

4.1.4. Calculo de la reduccion de la biomasa y de la actividad metabdlica

tras el tratamiento.

Tras finalizar los tratamientos, las placas se lavaron 3 veces con 240 ul de PBS (en
caso de las biopeliculas tratadas) o con 120 pl de PBS (en caso de los controles) y se
dejaron secar. Una vez las placas estuvieron completamente secas, se llevd a cabo el
ensayo del XTT. En el caso de las cepas clinicas de BRC adicionalmente a la actividad
metabdlica, también se evalud la cantidad de biomasa mediante CV. La reduccién de la

actividad metabdlica/biomasa se calculd siguiendo la ecuacién 1.

. AbS492/550 de 1 a
% reduccidn actividad metabdlica/biomasa = <1 — / clacepatratada ) . 1

Ab54-92/550 del control positivo

Ecuacion 1. Porcentaje de reduccién de la actividad metabdlica o de la biomasa de las biopeliculas tras
la terapia de sellado con etanol.
Se considerd como exitoso aquel tratamiento que alcanzd, al menos, una reduccion

del 90%, en el caso de las cepas ATCC, y del 85% en el caso de las cepas clinicas.
4.2. Capacidad de recrecimiento.

La inhibicidn del recrecimiento se estudié solo con la menor concentracion de etanol
posible capaz de reducir, al menos, un 90% la actividad metabdlica. El etanol sélo se usé
para terapias de 2 horas, y combinado con heparina para terapias de 224 horas. Los
tiempos de sellado fueron los mismos que en el caso de la reduccion de la actividad

metabdlica, y el recrecimiento se midid 24 horas y 7 dias después de las terapias, con
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recambio de medio cada 24 horas. Para ello, tras finalizar las terapias, se afiadieron 100

ul de medio correspondiente y las placas se incubaron a 37 °C.

En el estudio de la capacidad de recrecimiento de las cepas clinicas causantes de BRC,
solo se uso etanol al 40% combinado con 60 Ul de heparina con un tiempo de sellado de
72 horas y 24 horas y 3 dias de recrecimiento, ya que fue la combinacién mas eficaz en

los estudios previos.

Todas las cepas se testaron en 24 repeticiones. Al concluir los ensayos, se traspasaron
100 ul de medio a una placa multi-pocillo limpia y se leyd la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotémetro (Biochrom EZ Read 400). La inhibicion del recrecimiento se calculé a

las 24horas y los 7 dias tras el tratamiento usando la ecuacidn 2.

AbS492 control positivo — AbS492 cepa tratada
% inhibicién del recrecimiento = < P P * 100

AbS492 control positivo

Ecuacidn 2. Porcentaje de inhibicion del recrecimiento tras la terapia con etanol.
4.3. Analisis estadistico.

Los datos se expresaron como la media (DE) del porcentaje de reduccién tanto de la
actividad metabdlica y biomasa como de la inhibicidn del recrecimiento. Las diferencias
entre cada grupo de terapia se compararon usando el test ANOVA y los tests post-hoc

de Dunnett y Games-Howell

En el estudio de la eficacia de sellado de etanol combinado con enoxaparina las
variables cuantitativas se expresaron como la media (DE) y se usoé el test de Kruskal-

Wallis, con una correccién de Bonferroni, para comparar las diferencias entre grupos.
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Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el p-valor fue
<0,05 para todos los test. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0 (OBM Corp., Armonk, NY, USA).

5. Actividad de la heparina.

La actividad de la heparina se analizé6 mediante el ensayo de Anti-Xa. Se recogié un
pool de plasma de pacientes con valores de coagulacién normales y se congeld a -80°C.
Las soluciones alcohdlicas) al 25%, 40%, y 70% se mezclaron con 60 Ul de heparina y se

incubaron a 37°C durante 2 horas, 24 horas y 72 horas.

El plasma se dejé descongelar a temperatura ambiente y se afadié 1 ml a cada
solucion en el momento del analisis. Como control se usé una solucién formada solo por

60 Ul de heparina y agua.

Estas soluciones se introdujeron en un sistema automatizado donde se afiadié el
reactivo anti-Xa (HemosIL® Liquid Anti-Xa) y se midié la absorbancia a 405 nm. Todos los

resultados se expresaron como Ul/ml de heparina libre.
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Figura 7. Procedimiento para la optimizacidn de la concentracidn de etanol como terapia de sellado tanto solo como combinado con heparina en un modelo in vitro en

cepas ATCC.
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6. Profilaxis y tratamiento de NAVM sobre modelo in vitro.

6.1. Modelo in vitro de NAVM.

Se utilizé un modelo in vitro de simulacién de intubacién traqueal en adultos
utilizando TET con neumo-taponamiento (TaperGuard Oral Tracheal Tube Evac Murphy
Eye, Mallinckrodt ™) (Figura 8)(137). Para ello se introdujeron los TET en jeringas de 20
ml sin émbolo (simulando la traquea), sujetas a su vez dentro de un tubo Falcon (para
recoger cualquier posible filtracion a través del manguito del neumo-taponamiento).

Finalmente se hincharon los manguitos.

6.2. Terapia de profilaxis.

El espacio subglético se colonizé simultdneamente en los tubos de terapia y controles
negativos con 1,5 ml de una solucién de 0,5 McFarland de la cepa de estudio (P.
aeruginosa ATCC15442, o E. coli ATCC25922, 0 S. aureus ATCC29213) y 1,5 ml de la SDD
(2,6 mUI de nistatina, 15,6 mg/ml de tobramicina, y 13 mg/ml de colimicina; en caso de
S. aureus también se afiadidé adicionalmente vancomicina 3,6 mg/ml). En caso de los

tubos de controles positivos se afiadié unicamente 1,5 ml de NaCl (0,9%).

Los tubos se incubaron a 37°C durante 2 horas. Las soluciones se desecharon y los
tubos se lavaron con suero salino estéril y se incubaron con medio durante 22 horas a
37°C. Este proceso se repitid durante 5 dias y todas las muestras se testaron en réplicas

de 6.
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Figura 8. Esquema del modelo in vitro de intubacién simulando la trdquea de un adulto.

6.3. Terapia de tratamiento.
6.3.1. Formacion del biofilm sobre TET.

Se afiadieron 3 ml de una solucion 0,5 McFarland de la cepa de estudio (P. aeruginosa
ATCCC15442, 0 E. coli ATCC25922, 0 S. aureus ATCC 29213) al espacio subgldtico de cada
tubo. En caso de los tubos de controles negativos se afiadié Unicamente medio de

cultivo. Los tubos se incubaron a 37°C durante 72 horas con recambio de medio cada 24

horas.
6.3.2. “Terapia de sellado”.

Una vez formada la biopelicula, los tubos se lavaron con suero salino. La “terapia de
sellado” se basd en una aplicacion de 3 ml de SDD sobre el biofilm maduro, en caso de
los tubos tratados y los controles negativos, y de 3 ml de suero salino estéril, en caso de

los controles positivos, durante un total de 2 horas. Tras el tratamiento, todas las
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soluciones se retiraron y los tubos se lavaron con suero salino y se incubaron con medio
a 37°C durante 22 horas. Este protocolo se repitié durante 5 dias consecutivos. Todas

las muestras se testaron en réplicas de 6.
6.4. Procesamiento de los tubos.
Todos los tubos se lavaron con suero salino estéril antes del analisis.

Cada TET se corto con tijeras estériles en 3 segmentos de aproximadamente 0,5 cm

cada uno. Cada segmento se analizé de una forma diferente (Figura 9).

sonicacion

Microscopia
electronicade
barrido

Microscopia
confocal

Figura 9. Procesamiento y analisis de los TET tras las terapias de profilaxis o tratamiento con SDD.
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6.4.1. Recuento de unidades formadores de colonias y porcentaje de

células vivas.

El primer fragmento se sonicé en 2 ml de PBS durante 1 minuto a 50 Hz y se vorted
vigorosamente. Se realizaron 4 diluciones seriadas 1:100 y se sembraron 100 pl de cada
dilucién en placas de agar sangre para posterior incubacién a 37°C durante 24 horas.
Paralelamente se evalud si el rascado del tubo proporcionaba mejores resultados que la
sonicacion. Para ello, se rascaron los tubos de los controles positivos con una torunda
estéril y se introdujo en un 1 ml de PBS. Se cultivaron 100 pl de esta solucion en agar
sangre durante 24 horas a 37°C. Las unidades formadoras de colonias (ufc) se

expresaron como el numero de ufc/ml con un limite de deteccién de <10 ufc/ml.

El andlisis células vivas y muertas se realizé mediante la centrifugacidén del sonicado
sobrante para evaluar la viabilidad de las bacterias. El pellet se resuspendié en 50 pl de
suero salino y se tifid con Live/Dead® Baclight kit™ (0,5 pl de SYTO9®, stock 3,34 mM en
DMSO; y 0,5 pl de yoduro de propidio, stock 20 mM en DMSO) (Baclight kit™; Invitrogen,
Barcelona, Espafia) durante 15 minutos y protegido de la luz (138). Una gota (5 pl) de
cada dilucién se extendié en un porta-objetos y se visualizé con microscopia confocal en
un microscopio confocal invertido de fluorescencia (SPE, Leica Microsystems) equipado
con los objetivos ACS APO 10X/0,3 y ACS APO 63X/1,3. Las imagenes se tomaron con
este ultimo objetivo. De cada muestra se tomaron tres imdagenes diferentes que
contuvieran aproximadamente 1.000 células. La cuantificacién de las células vivas y
muertas se realizé usando el programa informatico FlJI software (National Institute of
Health, US). Los porcentajes de bacterias vivas se calcularon mediante el ratio entre el

numero de células vivas y el total de células en la muestra multiplicandolo por 100.
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6.4.2. Visualizacion de la biomasa de la biopelicula.

El segundo fragmento del tubo se fijé congelandolo a -80°C durante 72 horas. Se dejé
descongelar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se tifid con Live/Dead®
Baclight kit™ (1,5 ul de SYTO9¢®, stock 3,34 mM en DMSO; y 1,5 ul de yoduro de propidio,
stock 20 mM en DMSO, disueltos en 1 ml de PBS) (Baclight kit™; Invitrogen, Barcelona,
Espafia) durante 15 minutos protegido de la luz (138). Las muestras se visualizaron
usando el microscopio confocal de fluorescencia con el objetivo ACS APO 10X/0,3. Las
imagenes se editaron usando el programa FlJI software (National Institute of Health,

us).

6.4.3. Visualizacién de la estructura de la biopelicula.

El tercer fragmento se utilizd para visualizar la estructura del biofilm usando
microscopia de barrido en el Centro Nacional de Microscopia de Barrido (CNMB-ICTS)
de la Universidad Complutense de Madrid. El segmento se introdujo en glutaraldehido
al 2% durante 3 dias y, tras una deshidratacién con alcohol a concentraciones crecientes,
las muestras se tifieron con atomos de oro. La estructura de las biopeliculas tanto
tratadas como sin tratar se visualizaron usando un microscopio de barrido electrénico

(JEOL-JSM 6400).

6.5. Test de filtracion.

Para evaluar si “la terapia de sellado” en el TET pudiera ser peligroso para los
pacientes debido a una filtracidn de la SDD a través del neumo-taponamiento pudiendo
llegar a los pulmones, nuestro modelo in vitro se introdujo en un tubo Falcon para poder

recoger cualquier filtracién que se produjera durante las terapias.
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6.6. Analisis estadistico.

Las variables cualitativas aparecen con su distribucion de frecuencias. Las variables
cuantitativas se expresaron mediante la mediana y el RIQ. Las variables continuas no
normales se compararon usando los tests de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Todos los
test estadisticos fueron de dos colas y las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando el p-valor fue <0,05 para todos los test. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0

(OBM Corp., Armonk, NY, USA).

7. Caracterizacion feno-genotipica de cepas de P. aeruginosa.

7.1. Determinar el grado de produccion de biofilm en modelo estatico de
placas multi-pocillo por cristal violeta y XTT, el aspecto mucoso de las

colonias y la produccién de pioverdina o piocianina.

Todas las biopeliculas se evaluaron segun lo descrito en el punto 3. El aspecto mucoso
de las colonias se determind de forma visual tras sembrar las cepas en agar Mc Conkey

e incubarlas a 37°C durante 24 horas (figura 10).
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Figura 10. Diferencia visual entre colonias de P. aeruginosa mucosas (A) y no mucosas (B) en agar Mc

Conkey.

La produccién de pioverdina o piocianina se realizd de forma visual tras cultivo en
placas de Cetrimide (Pseudosel Agar, BD). Las placas se incubaron a 37°C durante 24
horas. Se consideraron cepas productoras de pioverdina aquellas que tenian un color
verde fluorescente o marrén amarillento, y, productoras de piocianina aquellas con

color azulado o verde oscuro (139) (figura 11).

Figura 11. Cepas de P. aeruginosa productoras de pioverdina (A) o pyocinaina (B).
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7.2. Caracterizacion molecular por PCR de los genes Apr, plcH, LasB, Lasl,

LasR, rhll, rhiR, ExoS, ExoU, ExoT, ExoY, AlgD, picN y AlgU.

7.2.1. Extraccion de ADN bacteriano.

Todas las extracciones de ADN se realizaron usando el kit de extraccion de QlAamp®
DNA Mini Kit (250) (QIAGEN). Para ello, se recogié una colonia de un cultivo fresco de
24 horas y se introdujo en 180 pul del reactivo ATL mezclado con 20 ul de proteinasa Ky
se incubd a 56°C durante 10 minutos en agitacidn. Se anadieron 200 pl de reactivo AL,
se vorted vigorosamente y se incubd a 70°C durante otros 10 minutos. Se dejé enfriar,
se anadieron 200 ul y se vorted. Se traspaso todo el volumen a la columna de eluciény
se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 minuto. Se decantd la solucién y se afladieron 500
pl de AW1. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 minuto y se volvié a descartar la
solucién. Se afadieron 500 pl y se centrifugd a 12.000 rpm durante 3 minutos. Se
descartd la solucion y se volvido a centrifugar a 14.000 rpm durante 1 minuto. Se
cambiaron los tubos de elucidn, se afadieron 100 ul de reactivo AE y se centrifugd a
12.000 rpm durante 1 minuto. Las muestras de ADN extraido se mantuvieron a 4°C hasta

SuU uso.

7.2.2. Presencia o ausencia de genes de virulencia.

Para la determinacion de presencia o ausencia de genes de virulencia, mas
comunmente descritos en la bibliografia, de cepas de P. aeruginosa se usé la técnica de
PCR convencional. Todos los genes, excepto AlgU y ExoU, se determinaron mediante
PCR multiple. Para ello se usé un volumen de reaccidn final de 50 ul donde 25 pl fueron
de un master mix comercial ya preparado (Phusion U Green Multiplex PCR Master Mix,
Thermofisher Scientific™), 20 pl fueron de agua estéril libre de ARnasas y oligos (tabla
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9) (0,3 uM, excepto rhiR y rhIR cuya concentracion fue de 0,9 uM), y 5 ul de ADN molde.
Los oligonucledtidos para la deteccion de ExoU se disefiaron durante este estudio
usando el programa online Primer-BLAST del Centro Nacional para Informacién
Biotecnoldgica (NCBI). Las PCR se realizaron en un termociclador (GeneAmp PCR
system 9700, Applied biosystems) y todas las condiciones se muestran en la tabla 10.
En el caso de los genes AlgU y ExoU, se realizé una PCR simple para cada gen siguiendo

las condiciones de la tabla 10.

Todas las reacciones se realizaron con un control positivo (P. aeruginosa PA01) y un
control negativo (en el cual los 5 pul de ADN se sustituyeron por 5 pl de agua estéril libre
de ARNasas). En el caso del gen ExoU como control positivo se utilizé PA14

generosamente cedida por el laboratorio del Dr. A. Torres (Mallorca).
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Tabla 9. Genes y secuencias de los primers para cepas clinicas de Pseudomonas

aeruginosa.

Gen Primer Secuencia Referencia

AlgD  Forward 5’-AAGGCGGAAATGCCATCTCC-3’ (140)
Reverse 5’-AGGGAAGTTCCGGGCGTTTG-3’

AlgU  Forward 5’- CGCGAACCGCACCATCGCTC-3’ (140)
Reverse 5’-GCCGCACGTCACGAGC-3’

LasB  Forward 5" GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC 3’ (140)
Reverse 5-TGGCGTCGACGAACACCTCG-3’

PIcH Forward 5’-GCACGTGGTCATCCTGATGC-3’ (140)
Reverse 5-TCCGTAGGCGTCGACGTAC-3’

PIcN  Forward 5’-TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG-3’ (140)
Reverse 5-TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC-3’

ExoS Forward 5-CGTCGTGTTCAAGCAGATGGTGCTG-3’ (140)
Reverse 5’-CCGAACCGCTTCACCAGGC-3’

ExoT  Forward 5’-CAATCATCTCAGCAGAACCC-3’ (140)
Reverse 5 -TGTCGTAGAGGATCTCCTG-3’

ExoY Forward 5'-TATCGACGGTCATCGTCAGGT-3’ (140)
Reverse 5’-TTGATGCACTCGACCAGCAAG-3’

ExoU Forward 5’- TACCAGGTACGGCCATGTTC-3’
Reverse 5’- ACGCTCTGAAGCCTGAAGAC -3’

Apr  Forward 5-TGTCCAGCAATTCTCTTGC-3’ (140)
Reverse 5-CGTTTTCCACGGTGACC-3’

Lasl  Forward 5’ CGTGCTCAAGTGTTCAAGG 3’ (134)
Reverse 5" TACAGTCGGAAAAGCCCAG 3’

LasR  Forward 5 AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 3’ (134)
Reverse 5 GTAGTTGCCGACGACGATGAAG 3’

rhill Forward 5’ TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC 3’ (134)
Reverse 5’ TTCCAGCGATTCAGAGAGC 3’

rhiIR  Forward 5" TGCATTTTATCGATCAGGGC 3’ (134)
Reverse 5’ CACTTCCTTTTCCAGGACG 3’
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Tabla 10. Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa para las diferentes

reacciones.
Numero de reaccion || Genes || TA (°C) || Tamafio del amplicon (pb)

rhiR 133

Reaccion 1 Lasl 57 295
Apr 1017

ExoY 1035

Reaccién 2 AlgD 60 290
plcH 608

ExoS 444

., LasB 284
Reaccién 3 plcN 65 481
LasR 130

., ExoT 1159
Reaccion 4 hil 57 155
Reaccion 5 ExoU 59 575
Reaccién 6 Algu 66 1500

TA, temperatura de anillamiento; pb, pares de bases.

Todas las PCR se realizaron siguiendo un primer paso de desnaturalizaciéon a 98°C
durante 30s, seguido de 30 ciclos: 98°C durante 10s, TA, durante 30s y 72°C 30s, y un

paso final de elongacidn a 72°C durante 10 min.

Finalmente, la visualizacién de los productos de amplificacidon se realiz6 mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 30 minutos a 170 voltios, excepto
para la amplificacion de los genes ExoS, plcN, LasB y LasR, para los cuales el gel fue del
4%, durante 1 hora y media al mismo voltaje. GeneRuler 1 kb y 100 bp DNA ladders
ready-to-use (Thermo Scientific™) se usaron para medir los fragmentos amplificados.

Las imagenes se obtuvieron usando un transiluminador (UviTech, Cambridge).

La secuenciacion de los fragmentos se realizé para corroborar que la amplificacién se
habia realizado sobre los genes deseados. Para ello, los amplicones resultantes de la PCR

se purificaron usando el kit QlIAquick® PCR Purification Kit (250) (QIAGEN) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Las secuencias forward se secuenciaron en el servicio
de gendmica del Hospital General Universitario Gregorio Marafién de Madrid. Las

secuencias se alinearon usando la base de datos BLAST para la identificacion del gen.

7.3. Determinacidon del grado de patogenicidad en modelo in vivo de Galleria

mellonella.

Se emplearon larvas de Galleria mellonella en estadio larvario final (Bichosa, Salceda
de Caselas, Espafia) siguiendo el protocolo descrito por Benthall y cols. con algunas
modificaciones (141). Las larvas se mantuvieron en virutas de madera y en oscuridad a
16°C hasta el momento de la infeccidn. Para cada cepa de estudio se usaron 10 larvas
con un peso similar (330 + 20 mg). Como control se usaron otras 10 larvas con un inéculo
de PBS para evaluar el dafio del propio pinchazo. Todas las larvas se desinfectaron con
etanol al 70% previamente a la infeccion. El inoculo se inyectd usando una jeringa
Hamilton que se desinfectd con tres soluciones diferentes en el siguiente orden: lejia

diluida al 10%, etanol al 70%, y PBS.

Las colonias de P. aeruginosa de un cultivo fresco se inocularon en 10 ml de BHI y se
incubaron a 37°C en agitacién durante la noche. Se realizaron dos lavados con 10 ml de
PBS mediante 3 ciclos de centrifugacién y resuspensiéon a 3.500 rpm durante 5 minutos
y se ajustd la concentracién a un 0,5 McFarland (108 ufc/ml) usando un nefelémetro
(Dinko Instruments, Espafia). El indculo se ajustd a una concentracidon de 103 ufc/ml
mediante diluciones seriadas y la infeccidn se realizé mediante la inyeccion de 10 ul del
inéculo (10 ufc/larva) directamente en el hemocele a través de la dltima pro-pata

izquierda (figura 12).
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La muerte de las larvas se evalué de forma visual y se consideraron como muertas
aquellas larvas que no respondieron a estimulos mecanicos o completamente
melanizadas (figura 13). La supervivencia larvaria se midié a partir de las 16 horas tras

la infeccion y se evalud hora tras hora hasta cumplir 24 horas tras el indculo.

,

Figura 12. Infeccion de una larva de G. mellonella con una suspensién de P. aeruginosa. Imagen

adaptada con el consentimiento de la Dra. Laura Marcos-Zambrano.

Figura 13. Larvas de G. mellonellas muertas tras la infeccién con P. aeruginosa. Las larvas de color negro

muestran un gran grado de melanizacion.
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7.4. Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas se expresaron como la media (DE) y las variables
cualitativas se indicaron como porcentajes. Las variables categdricas se compararon
usando el test de la Chi-Cuadrado mientras que las variables continuas se compararon
usando el test t-student. La significancia estadistica se establecié como p<0.05. Todos

los test se realizaron usando el programa estadistico SPSS 21.0 (IBM).

Las curvas de supervivencia se analizaron usando el método de Kaplan-Meier
mediante el programa GraphPad Prism 5.02 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Las
diferencias en la supervivencia se compararon usando el test de log-rank (Mantel-Cox).

La significancia estadistica se establecié para p<0.05.









RESULTADOS



~100~



RESULTADOS

1. El etanol, tanto solo como combinado con anticoagulante como solucién de
sellado, es capaz de disminuir el biofilm, tanto bacteriano como flngico, causante

de BRC.

1.1. Optimizacion de la concentracion y tiempo de tratamiento de etanol y
heparina en cepas ATCC. Reduccidn de la actividad metabdlica del biofilm

tras la terapia de sellado con etanol y heparina.

Para evaluar la capacidad del etanol de erradicar la actividad metabdlica del biofilm
de cepas ATCC causantes de BRC, se usaron 3 concentraciones diferentes de etanol
tanto solo como combinado con 60 Ul de heparina. En general, las soluciones
compuestas por etanol al 25%, aunque eficaces para algunas especies con tiempos de
tratamiento mayores a 24 horas, mostraron una gran variabilidad dependiendo de Ila
duracion del tratamiento y de la combinacién con la heparina. Por el contrario, todas las
soluciones de etanol al 70% fueron eficaces en reducir 290% la actividad metabdlica de

todos los microorganismos para todos los tiempos de tratamiento testados (p<0.05).

Respecto a las soluciones de etanol al 40%, el etanol sin anticoagulante fue eficaz
para todos los tiempos de tratamiento. Sin embargo, combinado con heparina solo fue
eficaz para tiempos de tratamiento superiores a 24 horas (figura 14). Asi, los valores mas
altos de reduccion de la actividad metabdlica se obtuvieron con la combinacién de
etanol al 40% y 60Ul de heparina durante 24 y 72 horas, asi como con todas las

soluciones de etanol al 70% para todos los tiempos de tratamiento testados (p=0.08).

A nivel de especie (figura 15), todas las soluciones de etanol al 70% redujeron >90%
la actividad metabdlica del biofilm de todos los microorganismos en todos los
regimenes. Usando las soluciones de etanol al 40%, los mejores valores de reduccién de
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actividad metabdlica se obtuvieron para E. coli, con un porcentaje total de reduccién del
99%, y los mds bajos se observaron en S. aureus con un 91%. Cuando el etanol se
combind con heparina, el porcentaje total de reduccién de actividad metabdlica mas
alto se obtuvo en S. epidermidis (92,4%) y el mas bajo en C. albicans (66,7%). Sin
embargo, si en las combinaciones con heparina se eliminan los tratamientos de 2 horas,
ya que el anticoagulante no seria necesario, estos porcentajes se ven aumentados y

todas las especies alcanzaron al menos un 91% de reduccién de actividad metabdlica

Asi, la concentracion minima de etanol eficaz en reducir al menos el 90% de la
actividad metabdlica del biofilm tanto bacteriano como fungico fue 40%. Y, en cuanto a
los tiempos Optimos, las mejores terapias fueron etanol solo al 40% durante 2 horas y,

para terapias >2 horas, combinado con heparina, durante 72 horas.
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Figura 14. Porcentajes totales de reduccion de actividad metabdlica para todos los tiempos de
tratamiento y las 3 concentraciones de etanol con y sin heparina. A 25% etanol. B 40% etanol. C 70%
etanol. 2H, 2 horas; 24H, 24 horas; 72H, 72 horas; 2H3D, 2 horas durante 3 dias; 2H7D, 2 horas durante
7 dias; 24H7D, 24 horas durante 7 dias.
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Figura 15. Porcentaje de reduccion de actividad metabdlica tras las terapias de sellado con etanol para un biofilm preformado de 24 horas de Staphylococcus aureus
ATCC29213, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis ATCC33186, Candida albicans ATCC14058, y Escherichia coli ATCC25922. 2H, 2 horas; 24H, 24 horas; 72H, 72
horas; 2H3D, 2 horas durante 3 dias; 2H7D, 2 horas durante 7 dias; 24H7D, 24 horas durante 7 dias.
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1.2. Inhibicion del recrecimiento de las cepas tratadas con la solucidon de

sellado de etanol y heparina.

Una vez elegida la solucion de sellado con menor concentracidon de etanol posible
(etanol al 40% en tratamientos de 2 horas, y combinado con heparina para tratamiento
superiores a 24 horas), se evalud la capacidad de las soluciones de etanol para inhibir el
recrecimiento de las células sésiles presentes en los biofilms a las24 horas y 7 dias tras

la exposicidn a la terapia.

En general, el porcentaje de inhibicion del recrecimiento (IR) mas alto se consiguio
en las terapias de 72 horas y recrecimiento de 24 horas (77,5%). Sin embargo, las
terapias en dosis Unicas de 2 horas y 24 horas con recrecimientos de 24 horas no
mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto a la terapia de 3 dias
(p>0,05). Estos porcentajes de inhibicidn disminuyen si las terapias con etanol son de 7
dias consecutivos. Asi, para recrecimientos de 24 horas los porcentajes de IR fueron de
57,8% para terapias de 2 horas durante 7 dias, y de 65,7% para tratamientos de 24 horas

durante 7 dias consecutivos.

Respecto a los recrecimientos de 7 dias, el porcentaje de inhibicion mas alto fue sélo
del 24,4% en terapias de sellado de 24 horas durante 7 dias. En la figura 16 se muestran

todos los datos de los porcentajes de IR para todas las terapias estudiadas.
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Figura 16. Porcentajes totales de inhibicidn del recrecimiento tras 24 horas y 7 dias desde el fin de la

terapia. Las terapias usadas fueron etanol al 40% durante 2 horas en dosis Unica y durante 7 dias

consecutivos, y combinado con heparina durante 24 horas (en dosis Unica y durante 7 dias) y 72 horas.

7D, 7 dias; 2H, 2 horas; 24H, 24 horas; 72H, 72 horas.

Dividiendo lo porcentajes por terciles donde IR<33,3% son inhibiciones bajas,

33,4<IR<66,6% inhibiciones moderadas, e IR>66,7% inhibiciones altas, las terapias de 72

horas y recrecimientos de 24 horas mostraron inhibiciones altas para todas las especies

llegando incluso al 100% en C. albicans. Sin embargo, con la misma terapia, pero un

tiempo de recrecimiento de una semana este porcentaje disminuyd hasta ser de un

28,7%. Este fendmeno también se observd en el resto de las especies, donde la

diferencia de las IR respecto a los tiempos de recrecimiento tras una terapia de 3 dias

con etanol combinado con heparina fue de mas del 40% (tabla 11).
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Tabla 11. Medias (DE) de los porcentajes de inhibicidn del recrecimiento tras 24 horas

y 7 dias de finalizar la terapia con etanol al 40% tanto solo como combinado con 60Ul

de heparina para Staphylococcus aureus ATCC29213, Staphylococcus epidermidis

(aislado clinico), Enterococcus faecalis ATCC33186, Candida albicans ATCC14058, y

Escherichia coli ATCC25922.

% DE INHIBICION DEL RECRECIMIENTO TRAS 24 HORAS DE LA TERAPIA

MO 2H 24H
72H
TT DU 7D DU 7D
S. aureus 65,3 (27)" 57,4 (25,6)" | 91,0(3,0) | 49,1(27,1)" | 94,6 (5,5)""
Z}Di ermidis 50,3 (19,8)" | 75,6 (12,3)™" | 99,5(0,9)"" | 75,8 (14,3)"" | 70,4 (18,5)"""
E. faecalis 72,9 (18,9)™" | 73,2(23,1)"" | 69,2 (14,8)"" | 92,4 (2,8)"" | 72,6 (14,6)"
C. albicans 94,9 (7,1)"" 51,6 (23,6)"" | 100,0(0,0)" | 96,9 (1,4)™" | 99,5(1,1)""
E. coli 82,0 (24,3)™" 31,1(31,9)° | 19,5(10,1)" | 14,7 (21,2)" | 67,0(23,7)"™
Global 73,1(31,4)"" | 57,8(29,4)" | 75,8(31,4)"" | 65,7 (34,8)" | 77,5(25,6)™"
% DE INHIBICION DEL RECERCIMIENTO TRAS 7 DiAS DE LA TERAPIA
MO 2H 24H
72H
TT DU 7D DU 7D
S. aureus 7,8 (10,6)" 8,3(10,8)" | 20,0(23,0 | 18,7(19,2)" | 12,9(8,2)
z;m_ i 36,1 (32,3)" 5,1(14,5) | 32,8(34,9)° | 23,1(21,5) | 30,1(21,2)
E. faecalis 14,2 (16,5)" 2,8(7,9) 22,8(25,5)" | 44,1(252)" | 21,2(21,3)
C. albicans 4,5 (4,7)" 3,1(3,8) 7,5(11,9) 17,9 (8,1)" 28,7 (5,4)°
E. coli 8,0 (19,9)" 6,8 (7,2)" 10,9 (19,4)" | 16,4 (14,8)" 5,1(6,6)"
Global 14,1 (21,0)° 5,2 (9,4)" 18,8 (25,7)" | 24,4 (21,4) | 19,6 (17,1)

DE, desviacidn estandar; MO, microorganismo; TT, tiempo de terapia; DU, dosis Unica; 7D, 7 dias; 2H, 2

horas; 24H, 24 horas; 72H, 72 horas.

*Baja inhibicién de recrecimiento (<33.3%)

**Moderada inhibicién de recrecimiento (33.4%<X<66.6%)

koK
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1.3. Actividad de la heparina combinada con diferentes concentraciones de

etanol.

Para evaluar la actividad de la heparina una vez combinada con etanol en las 3
concentraciones estudiadas (25%, 40%, y 70%), y en tiempos de terapia de 2 horas, 24
horas y 72 horas, se usé el ensayo automatizado para calcular la capacidad

antitrombética de la heparina mediante el factor anti-Xa.

La figura 17 muestra los valores de Ul/ml de heparina libre para todas las soluciones
combinadas con etanol, asi como para un control, el cual solo se compuso de agua y 60
Ul de heparina. Todas las muestras fueron testadas sobre un pool de plasma de

pacientes con valores de coagulacién normal.

En este ensayo no se observaron diferencias significativas entre las soluciones de
etanol al 25% y 40% respecto al control. Sin embargo, cuando el etanol tenia una
concentracién del 70%, se pudo observar una reduccién de la heparina en 2Ul/ml en
todos los tiempos de incubacion. Dicho fendmeno hace descartar el etanol al 70%
combinado con heparina como posible solucién de sellado para terapias mayores a 2

horas.

q -
3 - .
_ 25%Etanol-heparina

£,
35 40%kEtanol-heparina
11 f —&— 70%Ftanol-heparina
0 - —@— Control (heparina)
0 2 24 72
TERAPIA (horas}

Figura 17. Unidades internacionales/ml de heparina libre tras combinarse con etanol al 25% (rosa), 40%
(verde), y 70% (naranja) durante 2 horas, 24 horas, y 72 horas. En morado se muestra el control

(heparina con agua).
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Optimizacion de la concentracion y del tiempo de tratamiento del

etanol y la enoxaparina en cepas ATCC.

Una vez se observo que etanol al 40% combinado con heparina era la concentracién

idénea para eliminar el BF, se evalud la capacidad del etanol en concentraciones aun

mas bajas (30% y 35%) comparandolas con las de etanol al 40%, tanto solas como

combinadas con otro anticoagulante de la familia de las heparinas de bajo peso

molecular, la enoxaparina.

Las medias globales de la reduccién metabdlica para las diferentes soluciones de

sellado en los tiempos de tratamiento (2 horas y 24 horas) se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Medias globales de reduccién de la actividad metabdlica de los biofilms preformados de

Staphylococcus aureus ATCC29213, Staphylococcus epidermidis (aislado clinico), Enterococcus faecalis

ATCC33186, Candida albicans ATCC14058, y Escherichia coli ATCC25922, tras la terapia que etanol y

enoxaparina durante 2 horas y 24 horas.
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Las mejores terapias fueron aquellas compuestas de etanol en concentraciones de
35% y 40% durante 2 horas de exposicion, o las tres concentraciones estudiadas para 24
horas de tratamiento, alcanzando una reduccién > 90% en todos los casos (p<0,05). Sin
embargo, cuando el etanol fue combinado con enoxaparina, los porcentajes de
reduccion fueron mucho mas bajos, sin llegar en ningln caso a alcanzar el 90% de
reduccion. En terapias de 2 horas, el etanol al 35% combinado con enoxaparina redujo
el 63,2% de la actividad metabdlica de todos los biofilms estudiados. Aumentando el
tiempo de exposicion a 24 horas, la concentracidn mas eficaz de etanol con enoxaparina

fue al 30% (89,9% de reduccidn de actividad metabdlica).

Atendiendo a la eficacia de estas soluciones a nivel de especie (figura 19), en las
terapias de 2 horas, las soluciones de etanol al 35% y 40% consiguieron reducir 290% de
la actividad metabdlica del biofilm de todas las especies y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas (p>0,05). En el caso del etanol al 30%, esta
eficacia se observd en S. epidermidis (93,1%) y E. coli (98,9%) (figura 19B y D).
Combinado con enoxaparina, el etanol al 30% presentd reducciones muy variadas desde
12,5% en S. aureus, hasta 57,0% en E. faecalis (figura 19A y C). Con concentraciones de
35% y 40% de etanol, las soluciones con anticoagulante aumentaron su actividad anti-
biofilm alcanzando hasta un 90,0% y 87,6% de reduccidn en S. qureus y 88,2% vy 78,2%
en E. coli, respectivamente (figura 19A y D). C. albicans mostré porcentajes de reduccion
muy bajos cuando el etanol se combind con la enoxaparina, llegando a ser incluso 0,0%
para la solucién de etanol al 40% (figura 19E). Para tiempos de exposicion de 24 horas,
la reduccion en la actividad metabdlica fue estadisticamente significativa en todas las
especies para todas las soluciones de etanol sin anticoagulante (figura 19). Sin embargo,

en combinacién con la enoxaparina, esta reduccidon solo fue significativa para S.
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epidermidis, E. coli, y C. albicans con todas las concentraciones de etanol (p<0,001). En
S. aureus se observd una reduccion del 99,2% con la solucion de etanol al 30%
combinado con enoxaparina, pero este porcentaje disminuyé a medida que la
concentracion de etanol aumentaba, hasta alcanzar un 83,7% con la concentracion del
40% (figura 19A). En E. faecalis no se alcanzé el 90% de reduccién con ninguna de las

concentraciones combinadas con el anticoagulante.
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Figura 19. Reduccion de la actividad metabdlica tras las terapias de 2 y 24 horas con las soluciones de
sellado con etanol y enoxaparina para A Staphylococcus aureus ATCC29213, B Staphylococcus
epidermidis (aislado clinico), C Enterococcus faecalis ATCC33186, D Escherichia coli ATCC25922, E
Candida albicans ATCC14058. ET, etanol; ENOX, enoxaparina.
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De esta forma, las soluciones mas eficaces fueron aquellas compuestas solo de etanol

al 35% y 40% en terapias de 2 y 24 horas sin anticoagulante.

1.5. Capacidad del etanol combinado con heparina para erradicar el biofilm

de cepas clinicas causantes de BRC en un modelo in vitro.

Una vez descartada la enoxaparina como posible anticoagulante combinada con
etanol por afectarle negativamente a éste su capacidad anti-biofilm, se evalud la
capacidad de una solucion de etanol al 40% (por mostrar los mejores porcentajes
generales de reduccion de actividad metabdlica), en combinacidon con 60 Ul de heparina,

para erradicar el biofilm de cepas clinicas causantes de BRC.

Se analizaron 100 cepas clinicas de hemocultivos positivos con BRC confirmada de S.

aureus, S. epidermidis, Enterococci sp., E. coli, y C. albicans (20 cepas de cada especie).

De manera global sobre el total de las cepas estudiadas, la solucion de sellado de
etanol con heparina aplicada durante 72 horas consiguid reducir la biomasa y la
actividad metabdlica del biofilm en un 50% y 83%, respectivamente, de todas las cepas.
La tabla 12 describe la distribucidn de las especies en las cuales el tratamiento fue eficaz

(reducciones >85%).

De forma general, los porcentajes de reduccién de la actividad metabdlica fueron
mejores que los de reduccién de la biomasa (94,4% vs. 77,4%, respectivamente). En este
ultimo caso, el éxito maximo de la terapia se consiguié en Enterococci sp., y E. coli, donde
el tratamiento fue exitoso en un 95% de las cepas. Sin embargo, la solucién de sellado
no fue capaz de reducir en >85% la biomasa del biofilm de ninguna cepa de C. albicans.

En cuanto a la reduccion de la actividad metabdlica, la solucion de sellado fue eficaz en
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todas las cepas de E. coliy C. albicans. Sin embargo, en las cepas de S. aureus la terapia

de sellado solo fue eficaz en el 40% de los casos.

Tabla 12. Distribucidn de cepas en las que la solucién de sellado de etanol al 40%

combinado con 60 Ul de heparina durante 72 horas redujo el biofilm en >85% (éxito).

Porcentaje de

MO éxito*, N (%)

cv XTT
S. aureus (N=20) 7 (35) 8 (40)
ECN (N=20) 5 (25) 16 (80)

Enterococci sp. (N=20) || 19 (95) 19 (95)

E. coli (N=20) 19 (95) || 20 (100)
C. albicans (N=20) 0 (0) 20 (100)
Total (N=100) 50 (50) || 83 (83)

MO, microorganismos; CV, cristal violeta; ECN, estafilococo coagulasa negativo.

*E| éxito de la terapia se definid como reducciones 285%.

Los porcentajes globales de reducciéon tanto de biomasa como de actividad
metabdlica para cada especie se muestran en la figura 20. Estos porcentajes fluctuaron
desde un 47,5% en C. albicans hasta un 95,2% en Enterococci sp., (p<0,001) en los
ensayos de CV, y desde un 84,8% en S. aureus hasta un 100% en E. coli (p<0,001) en los

ensayos de XTT.

A pesar de que la solucion de sellado de etanol mostré mayor actividad anti-biofilm
en determinadas especies, estas diferencias no se encontraron intra-especie (p>0,05)
(figura 21). Por tanto, la terapia fue igual de eficaz en SARM y SASM, en E. faecalis y E.

faecium, y en S. epidermidis y ECN.
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Figura 20. Porcentajes generales de reduccion de la biomasa y de la actividad metabdlica para especies
causantes de BRC tras tratarse durante 72 horas con una solucién de sellado de etanol al 40%

combinado con 60 Ul de heparina. ECN, estafilococo coagulasa negativo.
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Figura 21. Porcentajes de reduccién de biomasa y actividad metabdlica intra-especies tras el
tratamiento de 72 horas con una soluciéon de sellado de etanol al 40% combinado con 60 Ul de heparina.
SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina; ECN, estafilococo

coagulasa negativo.
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Una vez se finalizé la terapia de 72 horas, se evalu6 la capacidad de inhibicion del
recrecimiento (IR) de los biofilms a las 24 horas y a los 3 dias. En la tabla 13 se muestra
la distribucién del nimero de cepas en las que la terapia fue eficaz (IR285%. Unicamente
la IR fue >85% en todas las cepas de C. albicans sélo para tiempos de recrecimiento de
24 horas. Sin embargo, en los recrecimientos evaluados a los 3 dias, la IR solo fue de

>85% en 2 de las cepas de esta especie.

Los porcentajes de IR globales fueron del 76.5% y del 46.8% tras las 24 horas y los 3
dias, respectivamente. La figura 22 muestra los porcentajes globales de IR para cada
especie. En los recrecimientos tras 24 horas, los mejores porcentajes de IR se
consiguieron en C. albicans (98,5%), mientras que, los mas bajos se observaron en

Enterococci sp., (36,8%), (p<0,001).

Por otro lado, en recrecimientos tras 3 dias, los porcentajes de IR disminuyeron
significativamente en todas las especies excepto en S. aureus, especie en la que se
obtuvo el mayor porcentaje de IR (81,2%) en ambos tiempos de recrecimiento

estudiados.

Por tanto, la terapia de sellado basada en etanol durante 72 horas previene
significativamente el recrecimiento del biofilm de ciertas especies, sobre todo fungicas,

mientras que en otras no es capaz de impedir que vuelvan a crecer.
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Tabla 13. Distribucion global de cepas en las que la solucién de sellado de etanol al
40% combinado con 60 Ul de heparina durante 72 horas inhibié en >85% el

recrecimiento del biofilm tras 24 horas y 3 dias.

Porcentaje de éxitos* de
MO IR, N (%)
24 horas 3 dias
S. aureus (N=20) 13 (65) 10 (50)
ECN (N=20) 12 (60) 1(5)
Enterococci sp. (N=20) 1(5) 0(0)
E. coli (N=20) 11 (55) 4 (20)
C. albicans (N=20) 20 (100) 2 (10)
Total (N=100) 57 (57) 17 (17)

MO, microorganismo; IR, inhibicion del recrecimiento; ECN, estafilococo coagulasa negativo.

*Los éxitos se definieron como IR 285%.
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Figura 22. Porcentajes de inhibicion del recrecimiento para cada especie tras 24 horas y 3 dias de la
finalizacién de la terapia de sellado con etanol al 40% con 60 Ul de heparina durante 72 horas. IR,

inhibicion del recrecimiento; ECN, estafilococo coagulasa negativo.
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Al igual que con los porcentajes de reduccion de CV y XTT, en el porcentaje de IR
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas intra-especie
(p>0,05) (figura 23). Sin embargo, si se observaron porcentajes de IR mas bajos en SASM,

ECN y E. faecium con respecto a sus homologos.
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Figura 23. Porcentajes de inhibicion del recrecimiento intra-especie tras 24 horas y 3 dias de haber

% IR

finalizado la terapia de sellado con etanol al 40% combinado con 60 Ul de heparina durante 72 horas. IR,
inhibicion del recrecimiento; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a

meticilina; ECN, estafilococo coagulasa negativo.
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2. La SDD usada como terapia de cierre en el TET previene y erradica el biofilm en un

modelo in vitro de NAVM.

Una vez los tubos se procesaron, se obtuvieron 4 tipos de resultados para cada
terapia: presencia de células vivas detectadas mediante microscopia confocal, recuento
de ufc/ml mediante cultivo convencional, tamafio y estructura del biofilm sobre el TET

observada mediante microscopia electrénica de barrido.
Todos los resultados cuantificables se muestran en la tabla 14.
2.1. Terapia de profilaxis.

Para la terapia de profilaxis durante 5 dias se observé una ausencia total de células
vivas de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus, p<0,001, p<0,001, y p=0,008, respectivamente
(figura 24). Asimismo, aunque el limite de deteccidn para el recuento de ufc/ml es de
<10 ufc/ml, no se obtuvo crecimiento para ninguno de los 3 microorganismos (p=0,004
para P. aeruginosa, y p=0,002 para E. coliy S. aureus). La figura 25 muestra los cambios
en el grosor del biofilm tras la terapia de profilaxis comparada con los controles
positivos. Ninguno de los microorganismos fue capaz de adherirse a la superficie del TET

tras la terapia de profilaxis con SDD.
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P. aeruginosa

p<0,001

E. coli

p<0,001

S. aureus

p=0,008

Figura 24. Células vivas (verdes) y muertas (rojas) de P. aeruginosa, E. coli, y S aureus, tras la terapia de
profilaxis con SDD de 2 horas/dia durante 5 dias. Se encontraron diferencias estadisticas en todos los

casos usando el test de Mann-Whitney (p<0,05). C, control positivo; T, muestras tratadas.
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P. aeruginosa

E. coli

S. aureus

Figura 25. Grosor del biofilm de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus antes y después de la terapia de 2
horas/dia de profilaxis con SDD durante 5 dias. Las flechas indican el biofilm formado en los controles
positivos y la superficie de los tubos en las muestras tratadas. Las imagenes se obtuvieron mediante

microscopia confocal. C, control positivo; T, muestras tratadas.
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Asimismo, mediante microscopia confocal de barrido se observd la gran diferencia en
la estructura del biofilm entre los controles positivos y las muestras tratadas. En estas
ultimas sélo se observaron restos de antibidtico y células muertas, mientras que, en los
controles positivos, los biofilms estaban bien definidos con la presencia de cocos o

bacilos rodeados de una ME (figura 26).

P. aeruginosa

E. coli

(‘llu
LN
L

S. aureus

Figura 26. Estructura del biofilm observada mediante microscopia electrénica de barrido para los
controles positivos (C) y las muestras tratadas (T) con terapia de profilaxis con SDD de P. aeruginosa, E.

coli, y S. aureus con un aumento de 500X.
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2.2. Terapia de tratamiento.

Tras haber formado un biofilm maduro de 72 horas de P. aeruginosa, E. coli, y S.
aureus sobre el TET, se trataron durante 2 horas/dia 5 dias seguidos. Asi, los porcentajes
de reduccién de células vivas, expresados como la mediana (RIQ), fueron
respectivamente: 53,2% (39,4%-64,1%), 67,9% (46,7%-78,7%), y 100,0% (100,0%-
100,0%), lo que correspondid a una significacidn estadistica entre las muestras tratadas
y los controles positivos de p<0,001, p=0,002, y p=0,007, respectivamente (tabla 14)

(figura 27).

En el caso del recuento de ufc en placa, todas las reducciones resultaron ser del 100%
(p=0,002), lo que indicé que no se pudieron recuperar células cultivables de los biofilms

de P. aeruginosa, E. coli, 0 S. aureus tras la terapia de tratamiento con SDD (tabla 14).

El grosor y la estructura del biofilm, tanto de los controles positivos como de las
muestras tratadas, de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus tras la terapia de sellado se

muestra en las figuras 28 y 29, respectivamente.
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P. aeruginosa

p<0,001

E. coli

p=0,002

S. aureus

p=0,007

Figura 27. Células vivas (verdes) y muertas (rojas) de P. aeruginosa, E. coli, y S aureus, tras la terapia de
tratamiento con SDD de 2 horas/dia durante 5 dias. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en todos los casos usando el test de Mann-Whitney (p<0,05). C, control positivo; T,

muestras tratadas.

Mediante microscopia confocal, en los controles positivos se observd un biofilm
delgado. Asimismo, atendiendo a su estructura, los controles positivos presentaron una
multicapa de células rodeadas por una ME. Sin embargo, en las muestras tratadas, el

biofilm desaparecié o disminuyd significativamente, la ME se observé completamente
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disgregada, y las células presentaron anormalidades tanto en el tamafio como en la

forma.

P. aeruginosa

E. coli

100 um 100 um

S. aureus

Figura 28. Grosor del biofilm de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus antes y después de la terapia de 2
horas/dia de tratamiento con SDD durante 5 dias. Las flechas indican el biofilm formado en los controles
positivos y la superficie de los tubos en las muestras tratadas. Las imagenes se obtuvieron mediante

microscopia confocal. C, control positivo; T, muestras tratadas.
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P. aeruginosa

E. coli

S. aureus

Figura 29. Estructura del biofilm observada mediante microscopia electrdnica de barrido para los
controles positivos (C) y las muestras tratadas (T) con terapia de tratamiento con SDD de P. aeruginosa,

E. coli, y S. aureus.

2.3. Test de filtracion.

No se recuperd resto alguno de SDD ni de suero salino tras finalizar las terapias de
profilaxis y tratamiento. Las soluciones en contacto con el espacio subglético no

traspasaron el neumo-taponamiento.
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Tabla 14. Mediana (RIQ) del porcentaje de células vivas, recuento de ufc/ml (en logio) y de sus porcentajes de reduccidn para las bacterias P.

aeruginosa, E. coli, y S. aureus tras las terapias de 2 horas de profilaxis y tratamiento con SDD durante 5 dias en un modelo in vitro de NAVM.

. ] . Mediana_(’RIQ) % Mediana (RIQ) logzo Median.al(RIQ) %

Mediana (RIQ) % células vivas reduccion de P valor R reduccion** de P valor

Terapia MO células vivas wigml ufc/ml*

Cc+ TAS | |I | Cc+ | 1As |

P. aeruginosa 88,9 (84,4-93,4) 39,3 (30,1-50,9) 53,2 (39,4-64,1) <0,001 | 7,5 (7,4- -°) - 100,0 (100,0-100,0) 0,002
Tratamiento E. coli 55,9 (49,6-67.3) 18,8 (12,5-31,2) 67,9 (46,7-78,7) 0,002 7,0 (6,7-7,4) -2 100,0 (100,0-100,0) 0,002
S. aureus 42,9 (28,7-57,5) 0,0 (0,0-0,0) 100,0 (100,0-100,0) | 0,007 | 7,7 (7,5-7,9) - 100,0 (100,0-100,0) 0,002
P. aeruginosa 83,1 (77,0-88,4) 0,0 (0,0-0,0) 100,0 (100,0-100,0)| <0,001 | 7,4 (6,9-8,4) - **3usencia 0,004
Profilaxis E. coli 43,9 (34,1-46,1) 0,0 (0,0-0,0) 100,0 (100,0-100,0)| <0,001 | 7,2(6,9-7,34) - ** qusencia 0,002
S. aureus 32,7 (23,7-49,7) 0,0 (0,0-0,0) 100,0 (100,0-100,0)| 0,008 7,6 (7,4-7,8) -2 ** ausencia 0,002

Los p valor se obtuvieron usando el test de Mann-Whitney y se consideré estadisticamente significativo p<0,05. 2 No se recuperaron células después de la terapia. El
recuento de ufc/ml fue de 0,0 (0,0-0,0) para todos los microorganismos tras la terapia siendo logio 0 incalculable. ® No se obtuvo un p75 valor. “El limite de deteccién
usando cultivo convencional para el recuento de ufc/ml fue de 10 ufc/ml. ** En las terapias de profilaxis, no se pudo medir un porcentaje de reduccién ya que no existia un

biofilm preformado con el que comparar. Los resultados se expresan como ausencia de células.

MO, microorganismo; RIQ, rango intercuartilico; ufc, unidades formadoras de colonia; C+, control positivo; TAS, terapia antibidtica de sellado.

~126~



RESULTADOS

3. Las cepas de P. aeruginosa procedentes de pacientes con NAVM presentan
diferencias en su virulencia in vivo pero no feno-genotipicamente respecto a cepas

provenientes de otros lugares de infeccién.

En total se analizaron 40 cepas de casos y 50 cepas de controles y se compararon en
términos de formacion de biofilm, produccién de pigmentos, y presencia de genes de
virulencia. Para los estudios de virulencia in vivo en modelo de G. mellonella sélo se

pudieron comparar 8 cepas de casos y 8 cepas de controles, arbitrariamente elegidas.
3.1. Formacion de biofilm.

Al analizar la capacidad de las 90 cepas para producir biofilm en términos de biomasa,
se observd que 76 (84,4%) fueron altamente productoras, 13 (14,5%) fueron
moderadamente productoras, y 1 (1,1%) fue bajamente productora. En relacién con la
actividad metabdlica de los biofilms, 17 (18,9%) tuvieron una actividad metabdlica alta,
34 (37,8%) tuvieron una actividad metabdlica moderada, y 39 (43,3%) tuvieron una
actividad metabdlica baja. La distribucién de las cepas productoras de biofilm
clasificadas como casos o controles se recoge en la tabla 15. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el grado de produccién de biofilm entre
los casos y los controles (p>0,05). En la figura 30 se muestra un ejemplo de formacién

de biofilm revelado mediante CV y XTT.

Figura 30. Formacién de biofilm de P. aeruginosa revelado mediante CV (A) y XTT (B).
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Tabla 15. Distribucidn de las cepas casos y controles segun la capacidad de producir

biofilm evaluada mediante cristal violeta (biomasa) y XTT (actividad metabdlica).

CVv XTT
Bajas, N (%) Moderadas, N (%) Altas, N (%) Bajas, N (%) Moderadas, N (%) Altas, N (%)
Controles 0(0,0) 8(8,9) 42 (46,7) 18 (20,0) 20 (22,2) 12 (13,3)
Casos 1(1,1) 5 (5,6) 34 (37,7) 21 (23,0) 14 (15,6) 5 (5,6)
Total 1(1,1) 13 (14,5) 76 (84,4) 39 (43,3) 34 (37,8) 17 (18,9)

CV, cristal violeta; XTT, 2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfenil)-(2H)-tetrazolio-5-carboxanilida.

3.2. Aspecto mucoso de las colonias y produccidon de pigmentos.

Otros de los factores de virulencia fenotipicos de P. aeruginosa son la mucosidad de
sus colonias y la produccién de pigmentos como pioverdina y piocianina. Todas las cepas
resultaron ser no mucosas tras un cultivo de 24 horas a 37°C. En toda la colecciéon de
cepas se observé que el 74,4% de las cepas secretaban pioverdina, el 7,8% secretaba
piocinania, el 10% secretaban ambos pigmentos, y el 7,8% ninguno de ellos. La
produccién de pioverdina fue mas frecuente que la de piocianina en las cepas causantes
de NAVM (92,5% vs. 7,5%, respectivamente) (p<0,001). Asimismo, se observé una mayor
produccion de piocianina en los controles (26%) que en los casos (p=0,023). Las cepas

gue no produjeron ningun tipo de pigmento pertenecieron al grupo de los controles.
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3.3. Presencia de genes de virulencia.

Todas las cepas presentaron, al menos, 10 de los 14 genes de virulencia estudiados.
Los genes AlgD, LasB, plcN, plcH y ExoT se encontraron en todas las cepas. Los genes
Apr, Lasl, LasR y ExoY se encontraron en el 99%, 98%, 97%, y 93% de las cepas,
respectivamente. Por otra parte, la incidencia del resto de genes fue menor: rhll (82%),
rhiR (81%), AlgU (82%) y ExoS (76%). El gen ExoU solamente se encontré en el 31,1% de

los aislados.

En dos de las cepas se observo la presencia de uno de los genes que codifican los
inductores del quorum-sensing (Las/ y rhll) pero ausencia del gen que codifica su
receptor (LasR y rhIR, respectivamente). La distribucidn de los genes de virulencia entre
casos y controles no fue estadisticamente significativa para ninguno de los genes
(p>0,05) (tabla 16). Sin embargo, en las cepas control se observé una tendencia a la
ausencia de los genes del quorum-sensing rhll y rhIR en comparacién con las cepas

controles (p=0,084 y p= 0,054, respectivamente).
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Tabla 16. Distribucidn de los genes de virulencia AlgD, AlgU, plcH, plcN, ExoS, ExoY, ExoT, ExoU, Apr, LasB, Lasl, LasR, rhll y rhRI presentes en
cepas de P. aeruginosa aisladas del TRI de pacientes con neumonia asociada a ventilacién mecanica (casos) y procedentes de otros origenes de

infeccidn (controles).

AlgD Algu plcH plcN ExoS ExoY ExoT ExoU Apr LasB Lasl LasR rhil rhRI

N(%)  N(%)  N(%  N(%  N(%  N(%  N(%  N(%  N(%  N(%)  N@%) N(%)  N(%)  N(%)

controles | a1 50 50 37 45 50 15 50 50 48 48 38 37
(100,00 (82,00 (100,00 (100,00  (740) (90,00 (100,00 (30,00 (100,00 (100,00 (96,0)  (960)  (760)  (74,0)

40 33 40 40 31 39 40 13 39 40 40 39 36 36
Casos | 1000) (825) (100,0) (100,00 (775)  (975)  (100,0) (325)  (97,5)  (100,0) (100,0)  (975)  (90,0)  (90,0)

rotal 90 74 90 90 68 84 90 28 89 90 88 87 74 73
(100,00  (82,2)  (100,0) (100,0)  (756)  (933) (100,00 (31,1)  (989) (100,00 (97.8)  (96,7)  (82,0)  (81,0)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los genes de virulencia entre las cepas caso y las cepas control (p>0,05) usando el test de

Chi-cuadrado.
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3.4. Ensayos de virulencia en modelo in vivo de G. mellonella.

Sélo se pudieron comprar en términos de virulencia en el modelo in vivo de G.
mellonella 8 cepas de cada grupo. Sin embargo, a pesar del pequefio tamafio muestral
se observé que las cepas aisladas del TRI de pacientes con NAVM eran menos virulentas
que las aisladas de otros focos infecciosos (p<0,001) (figura 31). La media de
supervivencia para las cepas control fue de 16 horas con una DE de 1,7, mientras que
para las cepas caso fue de 18 horas con una DE de 2,9.

100 - ' . . ' . . ' ]
a0 == Casos

80 Controles
701 T ~— PBS

% de supervivencia
g

0 L) LI L] L) LI L] L) LI L) 1

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Horas

Figura 31. Porcentaje de supervivencia de las larvas de G. mellonella tras ser infectadas con un indculo
de 103 ufc/ml de cepas de P. geruginosa causantes de NAVM (casos, rosa) frente a cepas de otros
origenes de infeccidn (controles, naranja). PBS representa la supervivencia larvaria sin infeccidn. Se
encontraron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de las larvas infectadas con

cepas control y cepas caso (p<0,001).
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El biofilm microbiano fue observado por primera vez por Anthony van Leeuwenhoek
(1632-1723), quién, en el siglo 17 usando una muestra de su propia boca, describié la

biopelicula como una comunidad de microorganismos rodeados por una ME (65).

Sin embargo, no fue hasta los afios 70 cuando estos agregados comenzaron a tomar
fuerza en al dmbito clinico (65). A dia de hoy se sabe que el 65% de las infecciones se
relacionan con la formacién de un biofilm no solo bacteriano sino también fungico (70).
Al estar protegidos por una ME, los microorganismos contenidos en el biofilm son
mucho menos susceptibles al ataque de agentes antimicrobianos y al ataque del propio

sistema inmune, lo que conlleva a un alto porcentaje de fracaso en los tratamientos (18).

Las dos entidades mas importantes relacionadas con la formacién del biofilm sobre
dispositivos médicos en pacientes ingresados en unidades como oncologia, hematologia
o UCIs son la BRC y la NAVM. Debido a su alta morbi-mortalidad, sus altos costes
asociados y las prolongadas estancias hospitalarias, hace necesario mejorar el

diagndstico, la prevencidn y tratamiento de estas infecciones.

Por ello, en esta tesis se ha pretendido profundizar particularmente en el tratamiento
de la BRCy en el diagndstico, prevencion, y tratamiento de la NAVM. Se han intentado
solucionar las actuales controversias que existen en el uso de etanol combinado con
anticoagulante como solucion de sellado de CVCs y se proponen ideas novedosas dentro

del campo del diagndstico rapido y tratamiento de la NAVM.

Aunque aun hacen falta varios estudios para demostrar la eficacia y la viabilidad de
estas proposiciones en el dambito clinico, nuestras ideas podrian contribuir a la
disminucion de la prevalencia de dichas infecciones, mejorando el manejo del

tratamiento, disminuyendo los tiempos de diagndstico, abaratando los costes que estas
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enfermedades causan en el ambiente hospitalario y, por ende, mejorando el prondstico

de los pacientes que las sufren.
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1. Disefio y validez en estudio in vitro de una solucién de sellado de catéter idonea
para erradicar el biofilm de diversas bacterias y levaduras con minima
concentracion de etanol y de anticoagulante capaz de evitar la inactivacion de la

capacidad anti-trombética del anticoagulante.

Los resultados demostraron que una solucién formada por etanol al 40% combinado
con 60 Ul de heparina administrada durante 72 horas es suficiente para reducir el 90%
de la actividad metabdlica del biofilm de cepas ATCC de 5 de los microorganismos mas
comunmente causantes de BRC. Asimismo, en la validacion de estos resultados con
cepas clinicas causantes de BRC también se obtuvieron porcentajes >85% de reduccién
de la actividad metabdlica del biofilm de las cepas. Sin embargo, en ambos estudios se
demostré que, a los 3 dias de haberse finalizado la terapia, las células sésiles presentes

en el biofilm tuvieron una alta capacidad de recrecimiento.

Por otra parte, en el estudio de la eficacia de una solucién de sellado de etanol en
combinacidn con otro anticoagulante distinto a la heparina (enoxaparina), se demostré
gue éste afectaba negativamente a la actividad anti-biofilm del etanol, necesitdndose
concentraciones >40% para obtener reducciones del al menos el 90% de la actividad

metabdlica del biofilm.

La BRC es una infeccidn relacionada con el biofilm que adquiere mucha atencién por
parte del personal sanitario debido a sus altos rangos de morbilidad y mortalidad (de
hasta el 25%) y altos costes asociados (18,000 euros/episodio) (3, 5, 18, 142, 143). Las
guias recomiendan la retirada del cateter cuando existe sospecha de BRC (7). Sin
embargo, existen situaciones especiales como ausencia de una via central alternativa o

pacientes con aletraciones sanguineas, en los que el recambio del catéter tiene mas
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riesgos que beneficios (7, 27, 35, 144). En estos casos, el manejo terapeutico se basa en
el uso de soluciones de sellado de antibidticos, administradas a través de la luz del
catéter, combinadas con tratamiento sistemico (6, 34, 145). En un estudio publicado
recientemente por Freire y cols., el porcentaje de éxito de las soluciones antibidticas de
sellado en pacientes oncolégicos fue del 75,9% con una mejora en el prondstico del
paciente (146). Sin embargo, el abuso de los antibidticos esta aumentando la aparicién

de cepas multi-R (36).

El etanol ha sido propuesto como una alternativa a las terapias de sellado con
antibidtico debido a la auencia de resistencias, su bajo coste, y a su accesibilidad (147).
Asimismo, ha mostrado resultados muy prometedores en estudios clinicos con
porcentajes de éxito de entre 71% y el 100% sin aparicién de resistencias (148-151). Sin
embargo, la mayoria de los estudios clinicos se han realizado con etanol al 70%, el cual
ha demostrado tener varios efectos secuandarios como nauseas, mareos, ruptura del
lumen del catéter u oclusién del mismo (152-154). Por otro lado, también es necesario
el uso combinado con un anticoagulante en terapias mayores a 24 horas. Sin embargo,

su compatibilidad con el etanol esta siendo discutida (155).

Nuestro estudio ha sido el primero en analizar los efectos de las soluciones de sellado
con etanol al 25%, 40% y 70%, tanto solo como combinado con heparina, en una gran
variedad de tiempos evaluando, asimismo, la capacidad de recrecimiento del biofilm en
cepas ATCC de los principales microorganismos causantes de BRC. Al contrario que
Hogan y cols., y Qu y cols., quienes observaron una reduccién completa de la viabilidad
microbiana de S. aureus y ECN tras terapias con etanol al 7,5% y 20%, respectivamente

(156, 157), en este estudio se observd que concentraciones de etanol <25% no eran
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suficientes para reducir en mas del 50% la actividad metabdlica del biofilm de estas
cepas. Por ello, hipotetizamos que las soluciones de etanol al 25% no deberian usarse
como terapia de cierre debido a su baja eficacia y a las grandes diferencias que esta
concentracion a mostrado en varios estudios in vitro. Asi mismo, en comparacién con
los controles positivos, se obtuvieron rangos mas bajos de reduccién de la actividad
metabdlica en los biofilms de S. aureus y de S. epidermidis que en el resto de
microorganismos tras las terapias de sellado con etanol al 25% tanto solo como en
combinacién con la heparina, como se reportd en otros estudios (158, 159). Estas
grandes diferencias probablemente se deban a la baja penetracion que tiene el etanol a
las células del biofilm debido al efecto protector de la ME. De esta manera, la
concentraciéon que llega a atacar a las células internas del biofilm es menor de la deseada
y es probable que estas concentraciones subletales incrementen la transcripcién del
cluster que contiene los genes ica, responsables de la formacién y crecimiento del

biofilm de bacterias del género Staphylococcus (158-160).

Otro de los fendmenos que se describen en la literatura es la estimulacién de la
formacién del biofilm en estafilococos por la heparina, la cual aumentaria la interaccién
entre células y reduciria la eficacia de las soluciones de etanol, como se muestra en este
estudio. Ello sugerria que las soluciones de sellado compuestas solo de heparina no
serian recomendables para el mantenimiento del catéter (161). Siguiendo en las lineas
de Luther y cols.,, y Cincarova y cols. (158, 159), también observamos que
concentraciones bajas de etanol no fueron eficaces en reducir la actividad metabdlica
de biofilm de E. coli. Este hecho concuerda con los hallazgos de Lim y cols. quienes

observaron que, a concentraciones bajas de etanol, E. coli era capaz de inducir la
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expresion de los curli aumentando la produccion extracelular de amiloide y, por tanto,

fortaleciendo la estructura comunitaria, mejorando la supervivencia (162).

Por otra parte, el presente estudio es el primero en aportar resultados sobre la
eficacia de las soluciones de sellado de etanol en E. faecalis. Este microorganismo ha
demostrado comportarse de la misma manera que C. albicans, ya que la reduccion de la
actividad metabdlica alcanzé mejores porcentajes con concentraciones crecientes de
etanol y en tiempos crecientes de terapia, demostrando que la actividad anti-biofilm del

etanol es tiempo y concentracidon dependiente.

A pesar de que deben tenerse en cuenta diversas consideraciones, nuestros
resultados son similares a los descritos en la literatura, donde soluciones de etanol al
40% han demostrado ser eficientes en erradicar el biofilm tanto fungico como
bacteriano. Sin embargo, en tiempos largos de exposicién, es necesaria la adicién de un
anticoagulante para mantener las propiedades del catéter y prevenir la precipitacion de
proteinas (163). Por lo que nuestros resultados también demuestran que la combinacién
de etanol al 40% con 60 Ul de heparina tiene propiedades anti-biofilm muy
considerables, similares a las soluciones de etanol al 70% pero sin inactivacién de la

heparina y evitando los efectos secundarios del etanol a concentraciones altas.

Sin embargo, el tipo de anticoagulante usado también es un factor a tener en cuenta.
El anticoagulante mas usado en las soluciones de sellado es la heparina, tanto en su
forma sin fraccionar como en sus formas de bajo peso molecular (164). La enoxaparina
es la mas representativa de las heparinas de bajo peso molecular y estd reemplazando
a las no fraccionadas debido a su fécil uso, y a su perfil farmacocinético predecible (165).

Sin embargo, la literatura relacionada con su estabilidad en combinacién con el etanol
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es escasa. Calvet y cols. demostraron que la enoxaparina (400 Ul/ml) era estable
combinada con etanol al 40% y que esta solucidn sdlo tenia un impacto marginal sobre
la superficie del catéter (166). De acuerdo con estos resultados, Balestrino y cols.
observaron que una solucion de sellado compuesta por etanol al 40% y enoxaparina
(400 Ul/ml) erradicaba el biofilm de S. aureus y C. albicans (167). Formaron y trataron
los biofilms en micro-fermentadores que contenian segmentos de catéteres de silicona
y obtuvieron una reduccidn significativa (mediante recuento ufc) tras una terapia de 24

horas (167).

Sin embargo, nuestros resultados demostraron alteraciones en la actividad anti-
biofilm del etanol al 40% en S. aureus y E. faecalis para el mismo tiempo de terapia.
Probablemente la diferencia de metodologia de ambos estudios explique las grandes
diferencias encontradas en la supervivencia del biofilm de estos microorganismos. Sin
embargo, aunque eficaz para S. epidermidis, C. albicans, y E. coli, la solucién alcohdlica
al 40% combinada con enoxaparina no resultd ser mas eficaz que la combinada con

heparina sin fraccionar afectando de una manera muy negativa la actividad del etanol.

Otro de los puntos clave de la terapia de sellado es el tiempo de tratamiento. Con
este estudio hemos demostrado que una solucidn de etanol al 40% combinado con 60
Ul de heparina aplicada durante 72 horas como solucién de sellado es suficiente para
reducir la actividad metabdlica >90% de cepas ATCC causantes de BRC. Asimismo, esta
terapia también fue eficaz en un gran numero de representantes de cepas clinicas, como
se ha descrito en la literatura. Oncii y cols. describieron la actividad anti-biofilm del
etanol al 40% en cepas de Candida sp. (168). Usando fragmentos de catéteres de silicona

de 1 cm, demostraron que aplicando el etanol al 40% durante 30 minutos se inhibié el
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crecimiento de aislados clinicos de C. albicans en placas de agar Sabouraud (168).
Aumentando el tiempo de exposicidn a esta solucién a 4 horas, Peters y cols.
consiguieron inhibir completamente la actividad metabdlica de cepas prototipo de C.
albicans y S. aureus usando sales de tatrazolio (XTT) como método de revelado (128).
Adicionalmente, Chaudhury y cols. y Qu y cols. no recuperaron ninguna ufc de S. aureus
o de ECN tras 1 hora de exposicion a 40% de etanol (157, 169). Este efecto anti-biofilm
también fue demostrado para bacilos gram negativos por Chambers y cols., que
demostraron los efectos bactericidas del etanol a concentraciones comprendidas entre
el 30% y el 90%, aplicado durante 8 horas en biofilms maduros de K. pneumoniae y P.

aeruginosa (170).

A pesar de que nuestros resultados son satisfactorios en términos de reduccion de la
actividad metabdlica, es imprescindible estudiar la posible capacidad que podrian tener
estos microorganismos de recrecer tras la terapia. En las cepas ATCC observamos que
los mejores porcentajes de inhibicién del recrecimiento de estos microorganismos se
obtuvieron tras 24 horas de haber finalizado la terapia. Sin embargo, cuando se examiné
el recrecimiento tras 7 dias de haber finalizado el tratamiento, todos los
microorganismos fueron capaces de recrecer recuperando casi el 75% de su actividad
metabdlica. Nuestros resultados son similares a los obtenidos mediante el equipo de
Peters, quienes describieron una inhibicién completa del recrecimiento de S. aureusy C.
albicans pasadas 24 horas de terminar la terapia con etanol al 30% y al 50% (128). Sin
embargo, nosotros hemos demostrado que, con tiempos de recrecimientos mas largos,
los microorganismos son capaces de recuperar su actividad metabdlica. Dicho fendmeno
fue validado asimismo con cepas clinicas, donde observamos que incluso en

recrecimientos cortos de 24 horas, los microorganismos que conforman el biofilm eran
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capaces de crecer si no estaban sometidos a un tratamiento continuo. Esto implica que
la capacidad de recrecer no solo depende del tipo de cepa y de la concentracién de
etanol utilizada, sino también del tiempo que se dejen recrecer después del tratamiento.
Nuestros resultados sugieren que, aunque no metabdlicamente activas, si existen
células viables que, tras un periodo condiciones éptimas serian capaces de recuperar su
capacidad de recrecer causando infecciones persistentes, como se ha descrito
previamente (171, 172). Por ejemplo, en las cepas clinicas de E. coli, se observé que la
actividad metabdlica se redujo en un 100% tras la terapia, pero la biomasa del biofilm
alcanzdé porcentajes de reduccidon del 95% exponiendo la presencia de este tipo de
células. Este proceso también se observd en el resto de cepas, donde hubo diferencias
sustanciales entre la reduccion en la actividad metabdlica y la biomasa. Asi, aunque
previamente nuestro equipo demostré que las técnicas de CV y XTT son
complementarias para la caracterizacion de la formacién del biofilm (173), ya que miden
parametros diferentes, el CV puede tefir células que no se pueden detectar por XTT, por

ser metabdlicamente inactivas.

Este fendmeno es comunmente conocido como células viables pero no cultivables
(CVNC) y representa un gran reto para los clinicos debido a los altos porcentajes de
fracasos en los tratamientos que este tipo de células implica (96). Por ello, es probable
gue los cambios de pH y el estrés medioambiental a los que se somete el biofilm tras la
exposiciéon al etanol provoquen el cambio metabdlico de estos microorganismos (174-

176).

A pesar de todos nuestros hallazgos, nuestros estudios estan sujetos a una serie de

limitaciones. Primeramente, aunque el modelo en placa multi-pocillo es uno de los mas
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populares para testar y cuantificar varias muestras a la vez, esta limitado por las grandes
variaciones bioldgicas que tienen lugar, incluso entre pocillos con la misma muestra
(177, 178). Asimismo, las placas multi-pocillo estdn compuestas por polipropileno y no
de silicona (material utilizado en catéteres) afectando a la adhesién, formacion y
arquitectura del biofilm, lo que facilita mas la adhesién microbiana a este tipo de
material en comparacion con la silicona (179, 180). Por ello, nuestros resultados
muestran que la terapia de sellado con etanol al 40% en combinacién con heparina es

eficaz incluso en un material con altos porcentajes de formacion de biofilm.

Por otra parte, no se realizé recuento de ufc, pero dado que las CVNC no se detectan
mediante cultivo convencional, de haberlo hecho, no hubiera aportado ninguna

informacion relevante.

Otra de las limitaciones viene dada por la naturaleza mono-microbiana del biofilm. A
pesar de que la incidencia de biofilms polimicrobianos es baja (8,0%-17,0%) (181, 182),
seria necesario evaluar la capacidad de esta terapia de erradicar biofilms
polimicrobianos, teniendo en cuenta su relevancia clinica, sobre todo aquellos

compuestos por especies de Candida sp. (183).

En esta primera parte de la tesis se ha demostrado que una solucién de etanol al 40%
combinado con 60Ul de heparina aplicada como terapia de sellado durante 72 horas en
un modelo in vitro reduce el biofilm bacteriano y fungico. A pesar de no haber logrado
erradicarlo por completo, nuestros resultados sugieren que esta solucién podria ser una
gran alternativa a las actuales soluciones antibidticas al menos para mantener el catéter

hasta un posible cambio o fin de uso. Sin embargo, es necesaria la realizacién de
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posteriores estudios tanto in vitro como in vivo para mejorar la penetracion del etanol

en las capas internas del biofilm y erradicar las CVNC.

2. Estudio de la eficacia de la solucion digestiva descontaminante como “terapia de
sellado” en el espacio subglético del tubo endotraqueal, comparando la viabilidad
de diversas bacterias y la composicion de su biofilm mediante tres técnicas

diagndsticas in vitro.

Nuestros datos muestran en un modelo in vitro que la SDD es eficaz en prevenir la
formacién del biofilm y en eliminar un biofilm maduro sobre el espacio subglético del

tubo endotraqueal.

La NAVM sigue representando un gran reto en pacientes ingresados en UCls con una
incidencia de hasta el 24%, una mortalidad atribuible del 13% y aumentos en los costes
hospitalarios de unos 30,000 euros por paciente (184, 185). Existen una gran variedad
de medidas preventivas propuestas por la Sociedad de Epidemiologia de Salud de
América y la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (53, 54, 186). La mayoria
de estas medidas se basan principalmente en la descolonizacién de la superficie interna
del TET. Sin embargo, se ha demostrado que el biofilm bacteriano también se puede

formar en la superficie externa (187).

Bajo este fundamento, llevamos a cabo un modelo in vitro de intubacién traqueal
simulando la trdquea de un adulto, donde demostramos que la SDD se puede aplicar
como terapia de sellado en el espacio subglético, previniendo asi la formacion del
biofilm en la superficie externa con una eficacia del 100% para las cepas P. aeruginosa

ATCC 15442, E.coli ATCC 25922, y S. aureus ATCC 29213.
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Otros autores han propuesto otros procedimientos para prevenir la formacion del
biofilm en la NAVM. Machado y cols. han descrito recientemente una nueva manera de
prevenir la formacion del biofilm sobre la superficie del TET mediante la
nanomodificacidn del polivinilo del que estdn hechos los TET con una lipasa fungica (188,
189). Con estas modificaciones consiguieron reducir la colonizacion de P. aeruginosa en
2,7 logio (184). Sin embargo, no consiguieron una reduccion total. En nuestro estudio no
recuperamos ni células vivas ni cultivables tras la terapia de profilaxis con SDD. En otro
estudio llevado a cabo por Wang y cols., se obtuvo una inhibicion completa de la
formacién del biofilm de P. aeruginosa usando ondas ultrasénicas en un nuevo modelo
de TET (190). Aunque las ondas ultrasénicas son una tecnologia prometedora,
actualmente suponen un alto coste. Asimismo, en un estudio previo de nuestro grupo
demostramos que la terapia con SDD durante 5 dias consecutivos era efectiva en reducir
un biofilm preformado de P. aeruginosa en comparaciéon con la terapia en dosis Unica
(191). Por ello, era necesario estudiar la eficacia preventiva de este tratamiento en otros

microorganismos.

P. aeruginosa, S. aureus, y E. coli son tres de los microorganismos mas
representativos de la NAVM con una incidencia del 13,1%, 28,3% y 6%, respectivamente
(60). La literatura sobre la prevencion de la colonizacidn del TET es bastante amplia, pero
nuestro estudio es el primero en probar este tipo de terapia sobre el biofilm de estos

tres microorganismos con resultados muy exitosos en todos ellos.

Otro punto clave en el manejo de la NAVM es el tratamiento. Aunque las medidas
preventivas han resultado ser muy eficaces, algunas bacterias son capaces de alcanzar

la superficie del TET y formar un biofilm, lo que conlleva fracasos en los tratamientos y
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cronicidad de la infeccién (47). En nuestro modelo nosotros hemos demostrado que la
SDD redujo el biofilm maduro de P. aeruginosa, E. coli, y S. aureus. A pesar de que el
porcentaje de reduccion de células vivas no alcanzo el 75% en P. aeruginosa y E. coli, el
porcentaje de reduccion de las ufc fue del 100%. Este hecho explicaria que podrian
existir CVNC, al igual que en el estudio previo de BRC. Durante los 5 dias de tratamiento
con antibidtico, las bacterias estdn expuestas a altas dosis de antimicrobiano, lo que
desencadenaria una respuesta adaptativa para intentar sobrevivir, conllevando una
dificultad diagndstica y terapéutica. Como se comenta en el estudio de Liy cols., el papel
de las CVNC todavia esta en discusidn (96). Algunos autores hipotetizan que este tipo de
células son un estado preliminar a la muerte y por ende, no tendrian ningun tipo de
impacto clinico (96). Otros autores consideran que las CVNC tendrian la capacidad de

“resucitar” como nosotros hemos demostrado previamente (96).

En el caso de S. aureus hubo que suplementar la SDD con vancomicina, siendo el
porcentaje de erradicacién del biofilm del 100%. En un estudio presentado por
Fernadndez-Barat y cols., evaluaron la capacidad de la vancomicina, en comparacion con
el linezolid, para erradicar el biofilms de SARM formado sobre la superficie de TET de
cerdos ventilados mecdnicamente (138). Observaron que el linezolid iv era
estadisticamente mas efectivo que la vancomicina, pero ninglin de los dos conseguia
eliminar completamente la biopelicula (138). Por estos hallazgos, es posible que la
administracion de linezolid intravenoso combinado con la terapia de sellado con SDD
gue nosotros proponemos, podria alcanzar muy buenos resultados in vivo para el
tratamiento de la NAVM. Sin embargo, aunque en nuestro modelo no hemos

encontrado indicios de la presencia de CVNC, habria que tener en consideracién que
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tanto la vancomicina como la daptomicina inducen significativamente la aparicidon de

este fendmeno en S. aqureus (192, 193).

Respecto a la aplicacion clinica de nuestro procedimiento, Pneumatikos y cols.
demostraron en un ensayo clinico que los casos de NAVM disminuian significativamente
cuando se aplicaba de una forma continua, una infusién de SDD en el espacio sublgético
de pacientes intubados en la unidad de traumatologia (194). Sin embargo, esta
aplicacion continuada es mds complicada de manejar en pacientes en UCIs. En este caso,
nosotros proponemos que seria mas comodo y facil usar un régimen de 30 minutos de
sellado aplicado en cada turno de enfermeria (cada 6 horas) inmediatamente después
de la aplicacién subglética (consiguiendo un total de 2h/dia de sellado). Asimismo, en
nuestro modelo hemos demostrado que no existen evidencias de filtracién de la SDD
desde el espacio subgldtico, por lo que nuestro procedimiento seria seguro para los
pacientes. No obstante, dicho fendmeno deber ser estudiado en futuros ensayos clinicos
junto con la monitorizacidn constante de la presién del neumo-taponamiento a >20 cm

H,0, como recomiendan las guias (51).

Dentro de las limitaciones, a pesar de que nuestro modelo in vitro simula las
condiciones del espacio subgldtico de los TET durante la intubacion del paciente, el
hecho de que sea un modelo estatico difiere de lo que realmente sucede en el paciente
intubado. Por otro lado, no se usaron neutralizadores o inactivadores antes del cultivo,
los cuales podrian limitar el crecimiento de bacterias en estado de CVNC, aunque no
existe ningln consenso sobre el uso de neutralizadores en este tipo de células y las guias
no contemplan el uso de estos agentes en muestras clinicas salvo en el caso de la

descontaminacién previa al procesado de muestras para cultivo de micobacterias (18,
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96, 195). Otra de las limitaciones fue el bajo nimero de microorganismos testados. A
pesar de que se testaron 3 de los microorganismos mas representativos de NAVM en
nuestra institucidon, nuestros resultados no podrian ser extrapolados a otras
instituciones donde P. aeruginosa, E. coli o S. aureus fueran agentes causales
minoritarios de NAVM, vy, por tanto, el modelo tendria que validarse con otras

bacterias/hongos.

En conclusidn, en este segundo estudio de la tesis se ha demostrado cémo la SDD
usada en una terapia de sellado en el espacio subglético del TET en modelo de
simulacidon de intubacion traqueal, previene la formacién del biofilm bacteriano y

erradica significativamente el biofilm maduro como medida de tratamiento de la NAVM.

3. Caracterizacion de virulencia de cepas de P. aeruginosa causantes de neumonia

asociada a ventilacion mecanica.

Nuestros resultados muestran que la NAVM causada por P. geruginosa no esta
estrictamente relacionada con la produccién de biofilm o la presencia de genes de
virulencia especificos. Sin embargo, los aislados de NAVM no presentaron produccion
de piocianina tras 24 horas de incubacion y resultaron ser menos virulentas que las

cepas control en el modelo in vivo de G. mellonella.

Existen multitud de estudios que se basan en el manejo de la NAVM debido al
impacto que tiene en el ambito hospitalario (196-198). Sin embargo, solamente unos
pocos estudios explican la patogénesis de la NAVM (199-201). Por ello, este es el primer
estudio en caracterizar un gran nimero de cepas de P. aeruginosa causantes de NAVM
aisladas en varios hospitales de Europa contribuyendo al entendimiento de los

mecanismos de virulencia de P. aeruginosa en la patogénesis de la NAVM.
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P. aeruginosa se caracteriza por su capacidad de formar biofilms muy robustos, los
cuales tienen un papel fundamental en muchas infecciones humanas como la fibrosis
quistica (FQ), heridas croénicas, otitis media crénica o infecciones relaciones con
dispositivos médicos (202). Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo
de la NAVM, como se ha explicado previamente, es la presencia del TET sobre el cual P.
aeruginosa es capaz de formar biopeliculas y, de esta forma, entrar al tracto respiratorio
inferior causando la neumonia (47). En este estudio hemos demostrado que la alta
produccién de biomasa en el biofilm no sélo estd implicada en la patogénesis de la
NAVM, sino también en otro tipo de infecciones como ya describieron Rybtke y cols.
(202). Asimismo, la mayoria de las cepas mostraron tener una actividad metabdlica
moderada o baja cuando crecieron en biofilms, lo que podria indicar que es una
caracteristica intrinseca de las biopeliculas de P. aeruginosa. Esta caracteristica confiere
una resistencia intrinseca a los antibiéticos, especialmente a antibidticos que actuan en
procesos celulares asociados a la actividad metabdlica, lo cual provoca que las

infecciones causadas por P. aruginosa sean dificiles de tratar (202, 203).

Otro de los factores mas importantes en la virulencia de P. aeruginosa es la
produccién de pigmentos como la pioverdina o la piocianina (199). Las cepas de P.
aeruginosa causantes de NAVM se relacionaron con la no produccidn de piocianina y
todas estas cepas secretaron pioverdina tras 24 horas de incubaciéon en placa. La
pioverdina es un sideréforo que quela iones los cuales son necesarios para la
supervivencia de P. aeruginosa (199). El papel de la pioverdina podria explicar por qué
es secretada por todas las cepas causantes de NAVM debido a que es necesaria para la
formacién del biofilm y, por ende, para la colonizacién del TET. Sin embargo, la

piocianina es un compuesto redox involucrado en el dafio del epitelio pulmonar y su
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papel en la patogénesis del daifio pulmonar ha sido ampliamente estudiado en pacientes
con FQ (204, 205). En este estudio no observamos la produccidn de piocianina en las
cepas causantes de NAVM vy por ello hipotetizamos que la produccion de pigmentos
podria ser un proceso de dos pasos, debido a que se ha demostrado que la piocianina
es esencial para la patogénesis de la neumonia (205). Primeramente, la pioverdina seria
necesaria para la formacion de la biopelicula y colonizacién del TET y por ello podria ser
la primera en secretarse, y después, la piocianina podria sintetizarse pasar causar el

dafio pulmonar y la neumonia.

Respecto a los genes de virulencia, la formacion del biofilm estd regulada por
multitud de genes entre los que destacan AlgR (regulador de AlgU y AlgD), Psly Pel los
cuales describen la mucosidad y la robustez de la ME (203). En este estudio observamos
que la presencia de los genes AlgD y AlgU, ambos implicados en la produccién de
alginato, es diferente. AlgD se encontraba presente en todas las cepas testadas,
mientras que solo un 82,2% de las cepas poseian el gen AlgU. AlgU es un factor sigma
extra-citoplasmatico que, normalmente se encuentra secuestrado en la membrana
plasmatica y, en condiciones concretas es liberado y activa la sobreproducciéon de
alginato (206). La funcién de este factor de virulencia es bien conocida en la patogénesis
de la FQ contribuyendo al fenotipo mucoso de las cepas. Sin embargo, aunque se ha
descrito que AlgU también tiene un papel importante en la formacién de biopeliculas en
cepas no mucosas (207), nuestros resultados sugieren que AlgD tiene mayor
importancia que AlgU en la formacidén del biofilm de P. aeruginosa en casi todas las
infecciones. Sin embargo, las cepas que no poseian el gen AlgU producian una cantidad
baja o moderada de biomasas en sus biopeliculas por lo que, es posible que AlgU sea un

gen importante en la formacién de biopeliculas en la NAVM.
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A parte de la produccién de biopeliculas, los principales factores de virulencia de P.
aeruginosa son las elastasas, fosfolipasas C, proteasa A, exotoxinas y citotoxinas, el
flagelo y los pili y el sistema de regulacidon de quorum-sensing, el cual, a su vez, regula la
transcripcion tanto de los genes de virulencia como de la formacién del biofilm (208).
Aunque el papel de todas estas proteinas en el daino pulmonar es bien conocido (131,
209), la importancia de estos factores de virulencia en la NAVM es desconocida. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas en la presencia de estos genes
de virulencia entre las cepas casos y controles. Por ello, nuestros resultados corroboran
la hipdtesis de Wolfgang y cols. poniendo de manifiesto la gran conservacion que existe

en el genoma de P. aeruginosa independientemente del origen (210).

Finalmente, evaluamos la virulencia de todas estas cepas en un modelo in vivo de G.
mellonella por su extendido uso en ensayos de virulencia de multitud de
microorganismos debido a las ventajas que proporciona (211). Las cepas causantes de
NAVM resultaron ser menos virulentas que las aisladas de otro tipo de infecciones, como
ya describieron Wangy cols. en un brote de NAVM en un hospital de China (212), aunque
la presencia de los genes de virulencia fuera similar en los dos grupos de cepas. Por ello,
es probable que la virulencia esté controlada a nivel transcripcional. Nuestros resultados
sugieren que dependiendo del lugar de infeccién, particularmente en el pulmdén durante
la NAVM, la metilacién de ciertos genes de virulencia asi como la mutacién en genes del
QS, como describieron Kéhler y cols., podria contribuir en gran medida a la adaptacién
de la bacteria al ambiente (213). Por ello, una alternativa para mejorar el diagndstico y
el tratamiento de la NAVM podria recaer en el desarrollo de un exhaustivo perfil
epigenético de las cepas causantes de NAVM. Aunque este estudio proporciona

informacién relevante sobre la distribucion de muchos genes de virulencia en una gran
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cantidad de cepas de P. aeruginosa causantes de NAVM aisladas en diferentes
hospitales de Espafia y de lItalia, tiene ciertas limitaciones. La mas importante es el
pequefio numero de cepas que se pudieron comparar en el modelo in vivo de G.
mellonella debido a problemas con el suministro de las larvas. Sin embargo, a pesar de
gue solo se evaluaron 8 cepas en cada grupo, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Por ello, el aumento del tamaifio de la muestra solo hubiera

incrementado el poder estadistico.

En conclusién, hemos demostrado que la virulencia y la patogénesis de P. aeruginosa
en NAVM no depende de la presencia de genes de virulencia o de la formacion de
biofilm, sino de la regulacidon de todos estos genes durante la infeccién, la cual disminuye
la virulencia de estas cepas in vivo. Seria necesaria la realizacién de futuros estudios para
elucidar cémo se regula la virulencia durante la NAVM vy, de esta manera, mejorar el

diagnéstico y el tratamiento de esta entidad.
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1.

CONCLUSIONES

Etanol al 40% combinado con 60 Ul de heparina es la concentracién minima
capaz de erradicar en mas de un 90% la actividad metabdlica de cepas ATCC de
microorganismos causantes de BRC (S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli

y C. albicans) en un régimen de 72 horas.

El etanol al 40% no altera la actividad anti-trombdtica de la heparina en

soluciones de sellado aplicadas durante 72 horas.

La enoxaparina afecta negativamente a la actividad anti-biofilm del etanol y, por
tanto, no se podria usar como anticoagulante en soluciones de sellado con

etanol.

La solucién de sellado compuesta por 40% de etanol combinado con 60 Ul de
heparina también es efectiva en reducir >85% la actividad metabdlica de cepas

clinicas causantes de BRC.

. Tanto las cepas ATCC como las cepas clinicas de BRC son capaces de recrecer a

los 7 dias tras 3 dias de la finalizacidn de la terapia de sellado con etanol al 40%

combinado con 60 Ul de heparina.

El uso de la SDD como solucidon de sellado en el espacio subgldtico de un modelo
in vitro de NAVM, previene y erradica completamente el biofilm de E. coli y S.
aureus. Asimismo, previene la formacién del biofilm de P. aeruginosa y es capaz

de erradicar hasta el 60% de las células vivas del biofilm preformado.

. La virulencia de las cepas de P. aeruginosa causantes de NAVM no depende ni

de la alta produccién de biofilm, ni de la producciéon de pigmentos, ni de la
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presencia de ciertos genes de virulencia en su genoma. Sin embargo, estas cepas

producen pioverdina y no piocianina tras 24 horas de cultivo.

8. Las cepas de P. aeruginosa causantes de NAVM se caracterizan por una virulencia

disminuida en modelo in vivo de G. mellonella.
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ANEXOS

MANEJO DE LA BACTERIEMIA

INFORMACION ANTES DE LA INSERCION

Indicaciones de uso

Tipo de Indicacién
catéter
CVC no - Duracién de uso: 1-30 dias.
2 g

- Duracidn de uso: Terapia iv. <6 dias.
- Duracion de uso: Terapia iv. >6 dias.

Periférico
Pcc
oe - Duracién de uso: >30 dias.
tunelizado - Quimicterapia.

- Hemadidlisis.

- Plasmaféresis.
-Nutricién parenteral.
Reservorio ~Neoplasias con varios oclos de

ot ia v,
* catéter central de Insercidn periférica.

SE APLICARAN LAS MISMAS
RECOMENDACIONES DE INSERCION Y
MANTENIMIENTO QUE EN CVCs
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RECOMENDACIONES DE INSERCION

= 3
‘ 1. Higiene de manos quirirgica y/o solucion alcohdlica.

‘ 2. Usar maximas barreras de proteccién (VI57): bata, guantes,

mascarilla y gorro estériles.

5. Frotar campo con clorhexidina alcohdlica
2% {acuosa en neonatos prematuros), 30” (2
eningle) + 30-60" de secado.

3. Usar sabana quirdrgica como campo
estéril amplio (no pafios pequefios).

4. En adultos con CVC no tunelizado elegir
via subclavia > yugular > femoral.

. 6. Considerar técnica de imagen (£C0) para
- facilitar acceso vascular.

’ 7. Elegir materiai de poliuretano o silicona.

. Seguir el protocolo de insercion, donde el
enfermero/a que tutela el procedimiento puede
pararlo si no se cumple alguna recomendacion.

— %
..

’

’ 9. Cubrir con apdsito de gasa y colocar conectores cerrados.

10. Sila insercién ha sido urgente y sin certeza de aplicacién de

RECOMENDACIONES DE MANTENIMIENTO

1. Usar soluciones aleohdlicas antes de cualquier manipulacidn. ¥
guantes estériles, salvo para palpacién.

2. Vigilar diariamente el sitio de insercidn. Visualmente si apdsito
transparente y por palpacidn si apdsito de gasa._

3. Cambiar apdsitos de gasa cada 2 diasy
transparentes cada 7 (salvo humedad, suciedad...).

4. Desinfectar la piel con clorhexidina alcohdlica 2% y los
conectores con toallitas alcohdlicas antes de cada manipulacién.

5. No usar pomadas en el sitio de insercidn (salvo hemodidlisis). |

7. Usar conectores cerrados (Split Septum) en todas las
luces del catéter. Cambiar cada 7 d.

6. Usar apdsitos impregnados en clorhexidina en CVC.

Cambiar cada 7d.

8. Cambiar sets de administracidn cada 7 d (coincidiendo con
conectores). Técnica aséptica. Si propofol, cambiar cada 6-12 h.

9. Preguntar diariamente al facultativo responsable la necesidad
de continuar con el uso del catéter,

10. No usar guia para recambio ante sospecha de infeccidn. Si
recambio con gula inevitable, el grupo multidisciplinar recomienda
enviar el catéter a cultivo e insertar otro recubierto de antibidticos

MBP, cambiar el catéter, antes de 48 horas, por otro, ideal
recubierto de antibiéticos.

11.En cat. periféricos desinfectar la piel con
clorhexidina alcohdlica 2%. Usar guantes limpios, pero
sl no se garantiza no tocar la zona de insercién después
de aplicar el 0, usar guants &

11. En cat. Periféricos el mantenimiento es igual que en CVCs, salvo
que no es necesario en el cambio de apdsitos guantes estériles.
Preferible usar apdsitos transparentes.

12. Enviar punta de catéter central o periférico o reservorio
completo a cultivo sdlo ante sospecha de infeccidn.

IMPORTANTE: Enviar a cultive punta

s centrales y
periféricos co, C

vecha de in fle tc)

= Hemocultivos (HC) diferenciales de tiempo: a la
ver de todas las luces y de wvena periférica.
Identificar debidamente y llamar a microbidlogo de
puardia para entregar en mano.

- Cultivos superficiales (2 cm de piel que rodea sitio
de insercidn con torunda de algoddn e interior de
todas las conexiones con torunda de alginato).

- Tincibn de Gram de la punta (alto valor predictivo negativo de
colonizacidn).

- CWCs no tunelizados y periféricos: Cultivo r
semicuantitativo de la punta por técnica de
Maki (recuento significativo 215 ufc/placa) yfo
sonicacién (recuento significativo 2 100ufc/cat).

- Reservorios: Enviar siempre el reservorio
completo. La punta no es suficiente.

CUANDO SE CONFIRMA LA B

- Tiempo de crecimiento de HC obtenidos por luces es £ 2 horas
que tiempo de crecimiento de HC obtenidos por vena periférica no
aplicable a levaduras) &

- Se aisla el mismo/s microorganismo/s en cultive semicuantitativo
de la punta del catéter (215 ufc/placa) y en, al memos, 1 HC
periférico.

MANEJO TERAPEUTICO (1)

Indicaciones de mantenimiento de la via

- t sdlo caté sospechosos de infeccidn que sean
indispensables, siempre que mo existan complicaciones [shock
séptico, tromboflebitis  supurativa, endocarditis  infecciosa,
bacteriemia tras 72 h tratamiento) ni signos locales de infeccién.

- 5i se intenta conservar, realizar:

sellado +

7-14 dias

- Sellado: Comprobar purgado del catéter. Sellar con 2 mL cada luz
idealmente 24 h (2 h en soluciones sin heparina y 72 h en didlisis) v
rotar la solucidn por todas las luces. NO aspirar. Lavar tras periodo de
sellado.

- Tratamiento sistémico =¥ empirico (ver tabla 1).
=3 dirigido [ver tabla 2).

Preparacién de soluciones de sellado por catéter*

*Elegir antibidtico segin etiologia. Para otros antibidticos o antifingicos 3
Consultar microbidloge.

Wancomicina

5mL I
y ImL
I m
' +10mL T F_'|Qparlna Na 1%
0 i o
s00mg 50 mL SF 0,3% 0 56 5%
palve
Cefazolina .
1mL r\
i m 2 3mi
| J ‘:::L q { | /_-\%'j l heparina Na 1%
1gpavo 50 mLSF 0,9% ¢ SG 5%
La solucién es de uso i diato. No se debe c mds de 24 h. La

solucion de sellado debe pautarse en 13 Prescripcion Electronica (a
través de la seccion Protocolos).
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ANEXOS

MANEJO TERAPEUTICO (1)

Soluciones sin heparina*
Ciprofloxacino Amikacina
i | .
m. ()
2 mg/mt ) ( Imb s mg/mt
J L J
Bolsa 100 mL Vial2 mL 50 mL SF 0,9% 6 SG 5%

*Sellar 2h, lavar, y heparinizar. Lavar
siempre antes de usar de nuevo. No se

aflade heparina por precipitacién.

Indicaciones de retirada de la via

- Siempre que la via no sea necesaria o si se cumple alguno
de los siguientes criterios:

Paciente hemodinimicamente inestable
Trombaoflebitis supurativa
Endocarditss infecoosa

(>72hde

(5. aureus, P. aeruginasa,

Tratamiento sistémico =» empirico (ver tabla 1).
~> dirigido (ver tabla 2).

Tabla 1. Terapia antibiética empirica (a elegir segun sospecha)

| Microorganismo Eleccion Indicaciones
e e
Gram + Vancomicina/Daptomicina Cusbirir siempre SAMR, SCN-MR.
A Cubrir multi-R en neutropénkos,
Srow segin epidemiokigla o | pravedad o colonizacidn por multi 8.
-Factores de riesgo (neutropenia,
trasplante)
Levad Candina/fFluconazol “Via femoral
{segin epidemiologia local) | -NPT
~Uso antibidticos de amplio espectro
Lolonizackén por Condido

MANEJO TERAPEUTICO (Ill)

Tabla 2. Terapia antibiética dirigida (segin la etiologia)

Eleccién Alternativas
—
5. epidermidis Vancomicina Dapto/Linezolid
SAMS Cloxacilina Cefazolina
SAMR Vancomicina Dapto/Linezolid
E. faecails Ampicilina +/- ceftriaxona 2
Enterococcus ampi R Vancomicina +/- aminoglicésido uva;c:mﬂmm
Enterococcus vanco R Unezolid/Daptomicina e /0ap!
P. aeruginosa Piperacilina-tazobactam segin ABgrama
Enterobacterias segln ABgrama
5. maitophilia TMP/sulfametoxazol
Candida spp. fluco § Fluconazol
Candida spp. fluco R Equinocandina Anforeeickm B
Duracion del tratamiento
- SCN: 5-7 dias.
- Staphylococcus aureus: 14 dias.
- Bacilos Gram -: 10-14 dias.
- Candida spp.: 14 dias. -
’ I Tras primer HC negativo
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ANO 2018

PASO 0: ;COMO PREVENIR LA NAVM?

Medidas generales
+ Formacion continuada del personal sanitario.

+ Higiene de manos con soluciones alcohdlicas anfes y después de
manipular la via aérea.

+ Precauciones de contacto en pacientes con microorganismos multi-
resistentes.

= Determinar al ingreso en UVI (por cultive/PCR)
- estado portador de S. aureus (exudado nasal)
- estado portador BLEE y carbapenemasa (exudado rectal).

« Control de la presion del neumotaponamiento:
Mantener entre 20-30 cm H,O por turno o continuo.

» Higiene bucal con clorhexidina al 0,12% cada 8 horas (previamente
bar neumotap ito).Usar

» Posicion semisentada 30°-45°, salvo confraindicacién. Registrar por
tumo y después de cambios posturales. Vigilar inclinometro.

+ Aspiracion de secreciones bronquiales:
Guantes estériles, mascarilla y gafas
Sondas desechables Técnica aséptica en la aspiracion

« Evitar las condensaciones en el circuito del ventilador.

»  Cambiar las tubuladuras por paciente y cuando estén sucias.

Medidas especiales

« Antibidticos sistémicos preventivos en pacientes intubados SOLO
por procesos que cursan con disminucion del nivel de consciencia como
parada cardic-respiratoria. (ver pag. 3).

= Aspiracion de secreciones subgléticas (ver pag.3).

+ Descontaminacion selectiva digestiva (ver pag.4).

Siempre gue sea posible

. Usar ventilacion no invasiva
*  Intubacion oro-tragueal en lugar de naso-tragueal
. Implementar protocolos de destete
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Aspiracion de secreciones subgloticas (ASS)

Bote del aspiradar

-
Colector

Inicio de la aspiracion subglotica:

1. Comprobar la presion del
neumotaponamiento

2. Conectar la luz de aspiracion al
colector de aspiraciones

3. Encender el aspirador en modo
Intermitente a 100 mmHg

Mantenimiento de la aspiracién subglética
(Por turno y en este orden)

1. Comprobar la presién del neumotaponamiento

2. Instilacién de 5-10cc de agua estéril por la luz
subglotica

3. Siobstruccion; instilar 10cc de aire a presion por
la luz subglotica

Desconectar la aspiracion subglética si:
Neumaotaponamiento esta a 0 y al extubar

Antibidticos sistémicos en pacientes con
disminucién del nivel de consciencia
(por ejemplo, pacientes que requieren intubacion
endotraqueal y ventilacion mecanica por trauma grave,
ACVA, PCR...de forma brusca en la comunidad)
Amoxicilina-clavulanico 1 g/8h (2 dias)
(]
Ceftriaxona 2g/24 h (3 dias) 3

Descontaminacion selectiva digestiva

Se realizara a pacientes en que se prevea VM=>48h
hasta la extubacion y en el siguiente orden:

1. Realizar higiene bucal con clorhexidina al 0,12%
¢/ 6 horas

2. Extender la pasta oral (encias, paladar, lengua) con los
dedos directamente o con una torunda / 6 horas (usar
guantes).

En pacientes con tragueostomias: limpiar estoma con SF
0,9%, secar, aplicar clorhexidina acuosa y aplicar la pasta
alrededor del estoma / 6 horas.

- Colistina 20 mgl/g
- Nistatina 20 mg/g
- Tobramicina 30 mg/g
- Vancomicina 40 mg/g

3. Administracion de la solucion digestiva:
Combinacion de antibidticos por via digestiva / 6 horas.

Al paciente que tenga SNG se le instilaran 10ml de la
solucion por la SNG, lavando la sonda antes y después con
20ml de agua.

Por cada 10ml de solucién
acuosa aromatizada:

- Colistina 130 mg

- Nistatina 429 mg (2.6 mill UI)
-Tobramicina 158 mg

La pasta oral y la solucion digestiva se solicitaran a
Farmacia

PASO 1: (EL PACIENTE TIENE SOSPECHA DE

NAVM? (CDC o CPIS)

PASO 3: TRATAMIENTO EMPIRICO (1°y 2° dosis sin

ajustar a funcién renal y lo mas precozmente posible)

Etiologia mas Régimen empirico
CRITERIOS (CDC = A
{ ) Grupo frecuente mas habitual
Aparicion nueve infiltrado pulmeonar en RX de térax
+ Grupo | Ceftriaxona 2g/24 hiv
Al menos 2 de los siguientes signos clinicos S. pneumoniae ]
fiebre / hipotermia, leucocitosis/leucopenia, Comienzo precoz H. influenzae Levofloxacino 500mg/
secreciones purulentas, deterioro gasométrico. (< 5 dias ingreso) S. aureus 12-24 h iv
y (SASM) 4
CRITERIOS (CPIS = 6) Mo antibigticos Enterobacterias Ertapenem 1g/24 h iv
Temperatura 36-384 0 . N &
385380 1 previos ni factor )
230 65136 2 de riesgo de Augmentine 1-2gr/8h
Leucocitos/mm? | 4.000-11.000 0 multi-resistencia
=4.000 6 =11.000 1 Grupo I Piperacilina-Tazobactam
+ desviacion a la izquierda = 50% 2 4g/6h
Secreciones Mo secreciones 0 Comienzo tardio [}
fraqueales Secreciones no purulentas 1 (> 5 dias ingreso) Meropenem1-2g/8h,
] Secreciones purulentas 2 ylo shock P. aeruginosa 5
Pa 0, /Fi O, =240 mmHg y no SDRA 2 séptico ylo A. baumannii Cefepima 1-2g/8-12h
_ - _ factores de Enterobacterias s}
Radiografia de Infiltrado difuso 1 ¢ ) -
torax Infiltrado localizado o multifocal 2 riesgo de multi- (BLEE 0 Ceftazidima 2g/8h
resi: ia: carbapenemasa) +
Infiltrados Rx Con progresion radiologica 2 antibioterapia <90 Ciprofloxacino
Microbiologia Sin crecimiento 0 dias; 400mg/gh
Cultivo con crecimiento bacteriano significativo 1 hospitalizacion a
Cultivo y Gram mismo patdgeno 2 previa; Amikacina
NAVM si cumple criterios del CDC o CPIS =26 residencia de 15-20mg/kg/24h
> ilacio AN cuidados
y = 48 horas en ventilacion mecanica ardnicos. “Alergia a f- Aztreonam 2g/h
A didlisis; lactamicos +
PASO 2: DIAGNOSTICO ETIOLOGICO inmunosupresién. (valorar Ciprofloxacine
desensibiliz.) 400mg/8h
1- BAS u otra muestra del TRI: Tincion de Gram y cultivo +
(URGENTE en la muestra de sospecha del episodio). Colistina

2- Hemocultivos.

3- Cultive y PCR pan-bacteriana del liquido pleural (si hay

d bsidiario de drenaje).

4- Procalcitonina.

5- Comprobar resultados de exuda nasal y rectal del ingreso.
6- Considerar otras pruebas microbiolégicas cuando
proceda: anti ia de Legionella y L b
de Micobacterias, hongos, virus, etc.

7- Si muestra inicial con sospecha de NAVM con
microbidlogo para técnicas rapidas (78455 / 466103).

q

El tratamiento empirico debe iniciarse 5
inmediatamente después de tomar las muestras

(segun epidemiologia)

Grupo Il Linezolid 600mg/12h o
SARM Vancomicina 15-
Sospecha de 20mglkg2h (segun
microorganismos f.renal- monitorizar niveles a
multi-R o XDR partir de 3° dia)
¢ Ceftolozano-tazobactam
P. aeruginosa

2g/8h
Aifiadir al grupo B | XDR 9
Meropenem doble dosis

Carbapenemasa | . coligtina 6 Amikacina
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PASO 4: AJUSTAR EL TRATAMIENTO A LAS
24-48H

En base a:
- Identificacidn microbioldgica presuntiva. Revisar resultados de

técnicas moleculares (PCR).
- Sensibilidad antimicrobiana con E-test sobre muestra directa.

PASO 5: RE-EVALUAR TRATAMIENTO A LAS
72H

¢ Respuesta clinica favorable?

Cultives l—o Considerar
Aty pension de
antibiticos
Cultivos l—— Ajustarel tratamiento
positivos Desescalar (si fuera
posible)
Cultivos Muava investizacion clinica y
= — ocultay'o patclosia no infacciosa.
Dazazcalar (=i foera posible)
No
Cultivos Besistente Modificacion antibidtica
positivos

Sensible

Buscarcausas
alternativas del deterioro

ANEXOS

TRATAMIENTO DIRIGIDO

ead,

1. Ajustar trat to segin los de Microbiclogia y

situacion clinica.

2. Duracion: En general, se recomienda =8 dias, excepto NAVM
debida a microorganismos como P. aeruginosa XDR, A. baumannii
multi-R y enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasa.
El nivel de procalcitonina puede ser de ayuda en la decisién del
tiempo del tratamiento antibiético.

3. Microorganismos multi-R o XDR:
- Enterobacterias productoras de carbapenemasa:
asociar 2 antibiéticos (uno meropenem doble dosis si CMI<8)

- Enterobacterias productoras de BLEE:
no asociar 2 antibidticos.

- P. aeruginosa XDR:
beta-lactamico si es sensible

- A. baumannii multi-R:
ajustar segan CMI

- 5. maltophilia:
cotrimoxazol 1600/320mg/12h o 800/160mg/8h

Alternativas: ceftolozano-tazobactam 1-2 gr/éh (preferiblemente
perfusién extendida), ceftazidima-avibactam 2/0,5g/8h, colistina
dosis carga 9MU > 4 5MU/12h, tigeciclina dosis carga 200mg >
100mg/12h.

- SAMR:

vancomicina 15-20mg/kg/12h

linezolid 600 mgi12h

En casos especiales: Ceftarolina 600 mg/12h

Niveles disponibles en el hospital:
Sacar nivel dnico (valle)
Vancomicina:

Gentamicina:

Amikacina:

IMPORTANTE: Extraer a partir del 3° dia de tratamiento.
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We assessed agreement between the crystal violet binding assay and the XTT assay in the classification of biofilm
production in 492 Staphylococcus aureus strains from bacteremic patients. We found that the overall correlation
between the procedures was 46.5%. Biomass production and metabolic activity must be assessed simultaneously.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

Staphylococcus aureus can cause severe infections with high morbid-
ity and mortality rates. One of the causes of the pathogenesis of S. aureus
infections is the ability of some strains to form a biofilm, that is, an accu-
mulation of microorganisms embedded into an extracellular matrix,
which in turn enables sessile cells to spread into the bloodstream and
produce bacteremia, thus causing persistent infections and resistance
to antibiotics and the immune system (Keynan and Rubinstein, 2013;
Tong et al., 2015; van Hal et al.,, 2012).

Biofilm production by Staphylococcus aureus can be quantified by
measuring biomass using the crystal violet (CV) binding assay or deter-
mining metabolic activity using the tetrazolium salt (XTT) assay
(Coenye and Nelis, 2010; Vandecandelaere et al., 2016).

CV is a purple, basic dye that binds to negatively charged membrane
molecules and polysaccharides. Unlike XTT, it binds to both live and
dead cells. XTT is reduced to a soluble molecule, formazan, only by met-
abolically active live cells. The absorbance of formazan is proportional to
the number of live cells (Peeters et al., 2008).

* Corresponding author at: Servicio de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas, Hospital General Universitario “Gregorio Marafion”, C/. Dr. Esquerdo, 46,
28007 Madrid, Spain.

E-mail address: mariaguembe@hotmail.com (M. Guembe).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2016.10.011
0167-7012/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

In contrast with data reported for Candida spp., the correlation be-
tween biomass production assessed by the CV assay and metabolic ac-
tivity assessed by the XTT assay in S. aureus strains isolated from blood
samples has not been established (Marcos-Zambrano et al., 2014a).

Our main objective was to establish a correlation between biomass
production and metabolic activity in S. aureus strains isolated from bac-
teremic patients using a static 96-well polystyrene plate. We proposed
cut-off values to classify the strains according to their ability to form bio-
film (low, moderate, or high) for both procedures. We also studied the
correlation between these categories.

We collected 492 S. aureus strains isolated from bacteremic patients
admitted to our institution from 2012 to 2015. Biofilm was formed as
described by Peeters et al., with some modifications. Briefly, a loopful
of overnight culture of S. aureus was inoculated in 20 ml of TSB, which
was then incubated overnight with shaking at 30 °C in an orbital shaker.
After three centrifuge-resuspension cycles with PBS, the pellet was re-
suspended in 10 ml of TSB. This suspension was adjusted to 0.5
McFarland turbidity using a turbidimeter, and 100 pl was inoculated in
the 96-well plate and incubated at 37 °C for 24 h. Planktonic cells
were removed by three washes of 100 pl of PBS. Each strain was tested
in triplicate, and TSB was used as a negative control (Peeters et al.,
2008).
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Once the plates were completely dry, the CV assay and XTT assay
were carried out as described by Marcos-Zambrano and colleagues by
measuring the absorbance of CV (550 nm) and XTT (492 nm) in a spec-
trophotometer (Biochrom EZ Read 400) (Coenye and Nelis, 2010;
Marcos-Zambrano et al., 2014a; Vandecandelaere et al., 2016).

The values for CV and XTT ranged from 0.029 to 3.5 and 0.025 to
1.255, respectively.

The cut-offs (based on tertile ranks) used to classify the strains ac-
cording to biomass production (CV)/metabolic activity (XTT) were, re-
spectively, as follows: low, <0.530/<0.214; moderate, 0.530-1.291/
0.214-0.416; and high, >1.292/>0.417.

In order to assess the correlation between the procedures, we calcu-
lated the overall categorical agreement and the individual categorical
agreement for each group.

The overall categorical agreement between the procedures in the
492 S. aureus strains was 46.5% (229/492). The individual categorical
agreement based on the tertile ranks was as follows: between low bio-
mass producers and low metabolically active strains, 34.4% (84/244,
p <0.001); between moderate biomass producers and moderate meta-
bolically active strains, 23.3% (62/266, p = 0.012); and between high
biomass producers and high metabolically active strains, 33.9% (83/
245, p < 0.001) (Table 1).

The correlation between CV and XTT was poor in each group.

Biofilm production in S. aureus plays an important role in the poten-
tial of this microorganism to cause severe infections (Keynan and
Rubinstein, 2013; Tong et al.,, 2015; van Hal et al., 2012). Moreover,
the association between S. aureus biofilm production and antibiotic re-
sistance is well documented (Bhattacharya et al., 2015; McCarthy
et al,, 2015; Naicker et al., 2015; Pozzi et al., 2012). Therefore, produc-
tion and quantification of S. aureus biofilm need to be assessed in depth.

This is the first study to analyze biofilm production in a large collec-
tion of S. aureus strains isolated from the blood of bacteremic patients.
We assessed the biomass production and metabolic activity of sessile
cells in an in vitro model based on 24-hour S. aureus biofilm maturation.
We divided our cut-offs using tertile ranks to classify isolates as low,
moderate, or high biomass producers and as having low, moderate, or
high metabolic activity. The agreement between the procedures for
quantification of biomass production and metabolic activity did not
reach 50%, but decreased to 34.4%, 23.3%, and 33.9% when low, moder-
ate, and high groups were compared. This suggests that both procedures
are complementary, as reported for Candida spp. biofilms (Marcos-
Zambrano et al., 2014a). Some strains showed high metabolic activity
and low biomass production and vice versa, indicating that both param-
eters need to be assessed in parallel. Therefore, the ability of S. aureus
strains to form biofilm can go undetected if only one of the procedures
is performed. Moreover, biofilm production can also be related to anti-
biotic efficacy, as recently reported by Marcos-Zambrano et al. in 256
C. albicans strains in which the authors showed that micafungin was
more active against highly metabolically active Candida biofilms
(Marcos-Zambrano et al., 2014b).

Table 1
Categorical agreement between crystal violet and XTT.
Crystal violet® Total
Low, N (%) Moderate,N (%) High, N (%)
XTT*  Low, N (%) 84 (17.1) 46 (9.3) 34 (6.9) 164
Moderate, N (%) 55(11.2) 62 (12.6) 47 (9.6) 164
High, N (%) 25 (5.1) 56 (11.4) 83 (16.9) 164
Total 164 164 164 492

N, total no. of strains that were classified as low, moderate or high biomass producers and
metabolically active by each technique.
Values in bold corresponded to the number of strains that were classified both by crystal
violet and XTT as low, moderate or high.

@ The cut-offs (based on tertile ranks) used to classify the strains according to biomass
production (CV)/metabolic activity (XTT) were, respectively, as follows: low, <0.530/
<0.214; moderate, 0.530-1.291/0.214-0.416; and high, >1.292/>0.417.

Production of biofilm in S. aureus can be associated with high mortal-
ity rates. This could be explained indirectly by the relationship between
biofilm production and other genetic characteristics, such as methicillin
resistance or exotoxin production, which are considered to lead to per-
sistent S. aureus infections (Abdelhady et al., 2014; Keynan and
Rubinstein, 2013; van Hal et al., 2012). In contrast, although an associa-
tion has been demonstrated between Candida biofilm and poor out-
come in candidemic patients, no differences in clinical outcome were
found between biofilm-forming isolates and non-biofilm-forming iso-
lates in 221 clinical isolates from different sites (Barsoumian et al.,
2015; Rajendran et al., 2016).

The main limitation of the study was that we used a cut-off based on
the division of the strains into tertiles; therefore, future studies should
be performed to assess the correlation between the procedures using
different criteria to determine the cut-offs. Nevertheless, our findings
for the correlation between the CV and XTT assays are based on the larg-
est number of S. aureus strains to date.

In conclusion, biomass production and metabolic activity must be
evaluated in parallel, as these methods are used to assess different prop-
erties of S. aureus biofilm.
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We assessed whether resazurin was as efficient as XTT in the measurement of the metabolic activity of 209
clinical Staphylococcus aureus biofilm using an vitro model comparing the percentage of formazan and resorufin.
The overall categorical agreement was 61.2% (r = 0.024), which means that resazurin can not substitute XTT.

Staphylococcus aureus biofilms are microbial communities that ad-
here to a surface and become embedded in an extracellular matrix (Tote
et al., 2008). They play a key role in the development of persistent
device-associated infections such as endocarditis and osteomyelitis and
are therefore responsible for increasing rates of morbidity and mortality
(Wagner and Hansch, 2016; Siala et al., 2016; Kong et al., 2016).

Over the past few years, biofilm has been quantified using several in
vitro models (Coenye and Nelis, 2010; Pettit et al., 2005). The easiest
and most common method is a static model based on 96-well plates
(Stepanovic et al., 2007). The model serves to quantify both biomass
and metabolic activity using compounds such as crystal violet (CV), 2,3-
bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide reduction (XTT), resazurin, fluorogenic Syto9,
and fluorescein diacetate (FDA) (Vandecandelaere et al., 2016). How-
ever, the most widely used systems are CV and XTT, which are tech-
nologically advanced and user-friendly (Peeters et al., 2008).

CV is a basic dye that binds to negatively charged molecules present
on both the surface of bacteria and the extracellular matrix of biofilm
(Peeters et al., 2008). It is used for quantification of biofilm biomass, as
it stains both viable and non-viable cells and is easily measured by
absorbance at 550 nm (Peeters et al., 2008; Xu et al., 2016).

XTT is a tetrazolium salt that is reduced to water-soluble orange
formazan by mitochondrial enzymes. Metabolic activity has been
shown to be proportional to production of formazan by measuring
absorbance at 492 nm (Gabrielson et al., 2002; Ginouves et al., 2014;
Peeters et al., 2008; Xu et al., 2016). XTT is used for quantification of
metabolic activity.

Resazurin is a less toxic and cheaper compound. Its application is
less time-consuming than XTT, and it is used to quantify metabolic
activity by mitochondrial action, which reduces the compound to co-
lored, fluorescent resorufin (Peeters et al., 2008). Resazurin was re-
cently reported to have appropriately quantified metabolic activity in
microorganisms such as Candida spp., Mycobacterium tuberculosis, and
oral microbiota (Dalecki et al., 2016; Doll et al., 2016; Khot et al., 2008;
Nam et al., 2016; Pina et al., 2016; Tawakoli et al., 2016; Vandal et al.,
2015; Zarei Mahmoudabadi et al., 2014). However, data regarding its
use for quantification, although becoming popular, compared with XTT
of biofilm in gram-positive bacteria such as S. aureus are scarce. The
only study comparing both assays was performed in 4 S. aureus strains
Pettit et al., 2009). In addition, intra-species discordance has been re-
ported (Peeters et al., 2008; Pettit et al., 2009). Therefore, the corre-
lation between XTT and resazurin needs to be assessed in depth in the
quantification of metabolic activity in bacteria.

Our objective was to assess whether resazurin was as efficient as
XTT in the measurement of the metabolic activity of the biofilm of 209
clinical S. aureus strains.

Metabolic activity was assessed in 209 S. aureus strains isolated
from blood cultures obtained at Hospital General Universitario
Gregorio Maranén, Madrid, Spain. We used a 96-well plate-based
model with a 24-hour-old biofilm, as described elsewhere (Alonso et al.,
2016; Miller et al., 2010).

Briefly, a loopful of fresh culture of strains was inoculated in 20 ml
of TSB and incubated overnight. After three cycle of wash-resuspension
with PBS, inoculum was adjusted to 0.5 McFarland. Then, 100 pl of the
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inoculum were placed in the microplate and incubated at 37 °C for 24 h.
Plates were then, washed three times with 100 pl of PBS and dried at
room temperature before developing XTT (0.5 mg/ml) (Sigma-aldrich)
and resazurin (0.05 mg/ml) (Sigma-aldrich) assays.

For XTT assay, a final volume of 10 ml of a premixed solution of
XTT/menadione in proportion 10 ml/1 ul was prepared before each
experiment. Then, 100 pl were added to each well, incubated at 37 °C
for 3h. The absorbance was measured at 492nm in a spectro-
photometer (Biochrom EZ Read 400).

For resazurin assay, after plates were completely dried, 100 pl of
TSB plus 30 pl of resazurin were added to each plate and incubated for
2 h at 37 °C. Absorbance was measured in dual wavelength model (570-
nm measurement wavelength and 590-nm reference wavelength) in a
spectrophotometer (Biochrom EZ Read 400).

Both XTT and resazurin were tested in triplicate for each strain and
in parallel with tryptic soy broth as a negative control and S. aureus
ATCC 29213 as a positive control as it has been described to be a good
biofilm former (Coraca-Huber et al., 2012). Percentages of reduction of
XTT and resazurin of ATCC were 68.9% and 65.3%, respectively.

Strains were classified as having low, moderate, or high metabolic
activity according to the percentage reduction of XTT and resazurin to
formazan and resorufin, respectively (low, < 33.3%; moderate,
33.3%-66.7%; and high, = 66.7%). Absorbances were adjusted in both
methods as percentage of XTT or resazurin reduction to formazan and
resorufin, respectively. Percentages were calculated using Egs. (1) and
(2) from the manufacturer's instructions.

%Formazan = (M)*IOO
Max AbS492 (l)
%Re rufin = ( (0X)Au = (€0XuAn )*100
(ERED)u1A 2 — (ERED)pA 2)

Where (¢0X),, = molar extinction coefficient at 590 nm of oxidized
form; (¢0X),; = molar extinction coefficient at 570 nm of oxidized
form; (¢eRED),, = molar extinction coefficient at 590 nm of reduced
form; (¢eRED),; = molar extinction coefficient at 590 nm of reduced
form;A;; and A, = absorbances at 570 nm and 590 nm, respectively;
and A’;; and A%, = absorbances of negative control at 570 nm and
590 nm, respectively.

A 2-tailed Pearson test was used to assess the correlation between
both methods. The analysis was performed with SPSS 21.0.

Absorbance for XTT and resazurin ranged from 0.011 to 0.58 and 0
to 1.038, respectively. Percentages for formazan and resorufin ranged
from 1.9% to 100% and 7.1% to 100%, respectively. The analysis was
based on the percentages reduction of the dyes (data not shown).

The overall categorical agreement between both techniques in the
209 S. aureus strains was 61.2%. The individual correlations in the low,
moderate, and high groups were 57.5%, 28%, and 12.5%, respectively
(Table 1). Most of the strains belonged to groups with low and mod-
erate activity (Fig. 1). The Pearson test revealed a poor correlation
between both methods (r = 0.024).

The poor correlation between XTT and resazurin analyzed by

Table 1
Categorical agreement between XTT and resazurin.

XTT
Low, N Moderate, N High, N Total
(%) (%) (%)
Resazurin  Low, N (%) 96 (45.9) 21 (10.0) 2 (0.9) 119 (56.9)
Moderate, N 46 (22.0) 30 (14.4) 4.9 80 (38.3)
(%)
High, N (%) 2(0.9) 6 (2.9) 2 (0.9) 10 (4.8)
Total 144 57 (27.0) 8(3.8) 209
(68.9)
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Fig. 1. Distribution of strains according to the percentage of formazan and resorufin
production.

calculating the percentage of formazan and resorufin demonstrated that
these techniques cannot be compared when metabolic activity of S.
aureus biofilm is measured.

S. aureus is one of the most virulent microorganisms causing device-
associated nosocomial infections. This virulence is mainly acquired by
the ability of S. aureus to form biofilm, which can be assessed by
quantification of biomass production, extracellular matrix production,
and metabolic activity (Abdallah et al., 2014; Tote et al., 2008). In the
present study, we compared 2 compounds that are used to quantify the
metabolic activity of biofilm.

Pettit et al. obtained a high correlation after comparing these 2
assays with an S. aureus ATCC 29213 strain and 2 different clinical
isolates (r = 0.93-0.99) (Pettit et al., 2009). However, the larger
number of strains tested in our study revealed different results. We used
a microtiter static plate model while they performed a shaking step
during XTT or resazurin incubation. Another difference in methods
compared to our study was the medium used for S. aureus incubation.
The use of TSB instead of MHIIB may alter S. aureus growth and biofilm
formation as it is well established that culture medium is a key factor in
this process (Stepanovic et al., 2007). Due to this difference in proce-
dure, results can differ from each study and, hence, they cannot be
compared.

Ours is the first study to show that the overall correlation between
the XTT and resazurin assays measured by absorbances was poor
(61.2%) after testing a large collection of clinical S. aureus strains.
Furthermore, this correlation decreased when the assays were com-
pared according to the degree of metabolic activity—low (57.5%),
moderate (28%), and high (12.5%)—suggesting that only one of these
assays should be chosen when assessing the metabolic activity of S.
aureus biofilm and that experiments based on different compounds
cannot be compared. Resazurin is both fluorescence and colorimetric
and, although fluorescence is more sensitive and specific than absor-
bance, all mechanical apparatus for measures are cheaper in colori-
metric assays than in fluorescence ones (Peeters et al., 2008; Ali-
Vehmas et al., 1991). These results suggest that only one of these assays
should be chosen when quantifying the metabolic activity of S. aureus
biofilm and that experiments based on different compounds cannot be
compared. Based on our data, the results for metabolic activity obtained
with one assay cannot be extrapolated to studies based on the other
assay. Even though resazurin needs less incubation time to measure
absorbance, is cheaper, and has no toxic effects on cells, XTT remains
the most widely used compound for comparing results between studies
and laboratories (Ali-Vehmas et al., 1991; Pantanella et al., 2013).
Thus, we would recommend the use of XTT/menadione until a stab-
lished and standardized protocol for resazurin has been made.

Although our correlation between these two methods is poor in our
study, several limitations should be considered. First, we used a static
microplate model which is the most frequently and distributed biofilm
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model system for its cheap cost, and the possibility to simultaneously
perform a large of tests, but this system does not provide a continuous
flow of nutrients into the well, depleting basic substance for biofilm
formation. Hence, there is a great biological variability between not
only wells but same-strain plates (Coenye and Nelis, 2010). Second, we
did not asses the correlation between both procedures with colony
forming units counting. Finally, strains were distributed according to
metabolic activity as low, moderate, and high based on the division of
the percentages of formazan and resorufin into tertiles, in which strains
were not equally distributed. However, the results were the same after
performing an analysis using different ranks to classify the strains.
Moreover, we tried to classify the strains also in two main groups, low
or high metabolically active, depending on whether moderate meta-
bolic activity was included in one or other group. We did not find any
statistically significant result either (data not shown).

In conclusion, we have found no correlation between XTT and re-
sazurin assays in the determination of the metabolic activity of S. aureus
biofilm. Future studies are needed to assess the correlation between
both methods when the percentage reduction in the metabolic activity
of S. aureus biofilm is determined in susceptibility testing assays in a
large collection of clinical strains.
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30ABSTRACT

310bjective. Staphylococcus aureus biofilm may constitute a major cause of virulence. Our
32main objective was to analyze whether there was an association between biofilm
33production and poor outcome in patients with S. aureus bacteremia.

34Methods. We studied 485 S. aureus strains isolated from the blood of patients with
35bacteremia from 2012 to 2015. We assessed in vitro biomass production using the crystal
36violet assay (CV) and metabolic activity using the tetrazolium salt assay (XTT). Strains were
37classified in tertile ranks as follows: low biomass producers (LBP), moderate biomass
38producers, high biomass producers (HBP), low metabolically active (LMA), moderate
39metabolically active, and high metabolically active (HMA). We excluded for the analysis
40strains with moderate CV and XTT values. We defined poor outcome as fulfillment of one
41or more of the following conditions: 30-day attributable mortality, infective endocarditis,
42persistent bacteremia, and recurrent bacteremia.

43Results. Outcome was poor in 199/485 (41.0%) of the S. aureus bacteremia episodes. The
44distribution of poor outcome with respect to biomass production and metabolic activity
45was as follows: LBP, 36.6% vs. HBP, 43.2% (p=0.26); and LMA, 43.5% vs. HMA, 36.2%
46(p=0.91). The presence of methicillin-resistant S. aureus was the only characteristic that
47was more likely to be present in the HMA group (17.4% vs. 39.3%, p < 0.001).
48Conclusions. Biofilm production, as determined by any of the methods used in the present
49study, is not associated with poor outcome in patients with S. aureus bacteremia.
50Keywords: Staphylococcus aureus; biofilm; biomass production; metabolic activity; clinical

Slimpact.



52Staphylococcus aureus is a major pathogenic microorganism in severe infections with high
53associated morbidity and mortality rates. One of the reasons for its pathogenicity is the
Hability of some S. aureus strains to form a biofilm, which embeds microorganisms into an
S5extracellular matrix, thus enabling sessile cells to spread into the bloodstream, produce
S56bacteremia, and cause persistent infections and resistance to antibiotics and the immune
S57response [1-3]. Biofilm production by Staphylococcus aureus can be quantified by
58measuring biomass based on the crystal violet binding assay (CV) or by determining
59metabolic activity based on the tetrazolium salt assay (XTT) [4-6]. However, to our
60knowledge, data on the clinical impact of biofilm production in S. aureus strains
61determined by either CV or XTT have not been assessed.

620ur main objective was to analyze whether there was an association between biofilm
63production and poor outcome in patients with S. aureus bacteremia.

64We retrospectively recovered S. aureus strains isolated from blood of bacteremic patients
65that were diagnosed during hospital admission between 2012 and 2015. Biofilm was
66formed as described elsewhere [7]. The CV assay and XTT assay were carried out by
67measuring the absorbance of CV (550 nm) and XTT (492 nm) in a spectrophotometer (EZ
68Reader 400, Biochrom) [4, 5]. Each strain was tested in triplicate.The values for CV and XTT
69ranged from 0.029 to 3.5 and 0.025 to 1.255, respectively. The cut-offs (based on tertile
70ranks) used to classify the strains according to biomass production (CV)/metabolic activity
71(XTT) were, respectively, as follows: low, <0.530/<0.214; moderate, 0.530-1.291/0.214-
720.416; and high, 21.292/>0.417. We recorded patient characteristics and microbiological
73for the analysis. Values for continuous variables are expressed as the mean (SD) or median
T4(interquartile range, IQR) and as percentages, with a 95% confidence interval (95% Cl),

75when applicable, for categorical variables. Normally distributed continuous variables were



76compared using the t test; non-normally distributed variables were compared using the
77Mann-Whitney test, median test, or Kruskal-Wallis test. Categorical variables were
78evaluated using the chi-square test or 2-tailed Fisher exact test. A 2-tailed test was used to
79determine statistical significance, which was set at p <0.05. To analyze the association
80between biofilm production and poor outcome, we excluded S. aureus strains with
81lmoderate CV and XTT values. Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics
82for Windows, Version 21.0 (IBM Corp, Armonk, New York, USA).

83We included 485 patients and outcome was poor in 41.0%. Patients’ characteristics are
84detailed in table 1. To analyze the association between biofilm production and poor
85outcome, only strains with low and high CV and XTT values were included (323 and 324,
86respectively). The distribution of patients with poor outcome in the low and high biomass
87production groups was 36.6% vs. 43.2% (p=0.26) (table 1). The only significant finding was
88that 85.5% of the patients with a non-fatal McCabe index harbored S. aureus strains with
89%high biomass production (p<0.001) (table 1). Regarding metabolic activity, we only found
O0statistically significant differences between low and high metabolically active S. aureus
91strains for the median (IQR) Charlson comorbidity index (2 [1-4] vs. 3 [3-5], p=0.02) and
92methicillin-resistance (17.4% vs. 39.3%, p<0.001) (table 1). The distribution of patients
93with poor outcome in the low and high metabolic activity groups was as follows: 43.5% vs.
9436.2% (p=0.91) (table 1). No statistically significant differences were found between
95biofilm production and clinical outcome by other analyses using different cut-offs to
96c¢lassify the strains in terms of biomass production and metabolic activity (data not shown).
970ur study revealed no association between S. aureus biofilm production and poor

98outcome in bacteremic patients.



99The potential role of biofilm as the cause severe infections is still under discussion [1-3].
100Several studies have evaluated the relationship between biofilm production and clinical
10loutcomes. However, data on microorganisms, types of samples, and endpoints are
102heterogeneous [8-11]. In particular, many controversies regarding the clinical impact of
103Candida biofilm are being described [12-15]. Recently, Barsoumian et al.,, found no
104differences in clinical outcome between biofilm-producing and non—biofilm-producing
105isolates from various microorganisms in 221 different clinical samples [16]. However, in
106the case of S. aureus, no data showing a clear association between biofilm production and
107worse clinical outcome have been reported. Ours is the first study to evaluate the clinical
108impact of biofilm in the largest collection of S. aureus strains isolated from blood cultures.
109In a previous study, we demonstrated that S. aureus biofilm must be quantified using CV
110and XTT, as both techniques are complementary [6]. Therefore, we performed our analysis
111based on biomass production and metabolic activity. However, conclusions cannot be
112extrapolated when biofilm is measured by other methods. In the present study, we could
113not find a relationship between S. aureus biofilm (quantified either by CV or XTT) and poor
114outcome (defined based on 30-day mortality, infective endocarditis, and/or
115persistent/recurrent bacteremia). The controversies surrounding the association between
116biofilm production and worse clinical outcome suggests that biofilm production depends
1170n various factors and that interpretation is complex. Other associated features can
118interfere with evaluation. For example, a clear relationship has been reported between
119biofilm production and genetic characteristics, such as methicillin resistance or exotoxin
120production, which are considered to lead to persistent S. aureus infections [2, 3, 17]. These
121findings were confirmed in our study, as we detected an association between methicillin-

122resistant S. aureus and high metabolic activity.



123The main limitation of the study was that we used a cut-off based on the division of the
124strains into tertiles. Nevertheless, findings did not differ when different cut-offs were used
125to classify the strains into low, moderate, or high biofilm producers. We also analyzed data
126by including moderate biomass producers or moderate metabolically active strains in the
127high and low groups, and no association of biofilm production and poor outcome was
128found. Even so, our study was based on the largest number of S. aureus strains reported to
129date and also on an end point composed of different variables defining poor outcome.

130Bacteremic patients with low and high biofilm-forming S. aureus isolates had similar

13linfectious outcomes in our study.
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1Table 1. Comparison of patients’ characteristics in terms of biomass production and metabolic activity of the S. aureus biofilm

Variable Total, N Biomass production, N (%) p Metabolic activity, N (%) p
483 LBP, 161 (33.2) HBP, 162 (33.4) LMA, 161 (33.2) HMA, 163 (33.6)

Age, median (IQR), N

Infants (0-16 years) 0.13 (0.0-2.2), 54 0.18 (0.0-5.6) 0.2 (0.0-6.8) 1.00 0.1 (0.0-1.8) 0.0 (0.0-4.5) 0.20

Adults (>16 years) 72.0 (55.9-81.0), 431 | 73.3(57.0-81.5) 72.6 (55.0-81.5) 0.52 73.5 (55.9-81.5) 69.0 (54.5-81.8) 0.21
Sex, N (%) 1.00 0.93

Male 319 (65.8) 108 (67.1) 109 (67.3) 103 (64.0) 105 (64.4)

Female 166 (34.2) 53 (32.9) 53 (32.7) 58 (36.0) 58 (35.6)
Underlying conditions, N (%) 0.08 0.28

SoT 95 (19.6) 30 (18.6) 35(21.6) 27 (16.8) 31 (19.0)

Cardiac 78 (16.1) 22 (13.7) 30 (18.5) 24 (14.9) 27 (16.6)

Abdominal 49 (10.1) 18 (11.2) 17 (10.5) 16 (9.9) 14 (8.6)

Respiratory 30 (6.2) 17 (10.6) 7 (4.3) 6 (3.7) 12 (7.4)

LWBN 28 (5.8) 11 (6.8) 5(3.1) 16 (9.9) 7 (4.3)

Renal 27 (5.6) 11 (6.8) 8(4.9) 5(3.1) 11 (6.7)

Hematologic tumor 13 (2.7) 5(3.1) 1(0.6) 5(3.1) 5(3.1)

Other 165 (34.0) 47 (29.2) 59 (36.4) 62 (38.5) 56 (34.4)
Charlson comorbidity index, median (IQR) 3 (2-5) 3 (2-5) 3 (2-5) 0.88 2 (1-4) 3 (2-5) 0.02
McCabe score (non fatal), N (%) 368 (75.9) 111 (68.9) 139 (85.8) <0.001 132 (82.0) 126 (77.3) 0.33
APACHE Il score, median (IQR) 6 (3-6) 6 (3-7) 6 (3-6) 0.19 6 (2-6) 6 (3-6) 0.35




Poor outcome, N (%) 199 (41.0) 59 (36.6) 70 (43.2) 0.26 70 (43.5) 69 (36.2) 0.91
30-day attributable mortality 55 (11.3) 21 (13.0) 18 (11.1) 0.61 23 (14.2) 17 (10.4) 0.32
Infective endocarditis 44 (9.1) 10 (6.2) 19 (11.7) 0.12 11 (6.8) 17 (1.4) 0.32
recurrent bacteremia 30 (6.2) 7 (4.3) 13 (8.0) 0.25 12 (7.5) 11 (6.7) 0.83
persistent bacteremia 48 (9.9) 11 (6.8) 16 (9.9) 0.42 20(12.4) 18 (11.0) 0.73
C-RBSI, N (%) 78 (16.1) 24 (14.9) 27 (16.7) 0.76 22 (13.7) 29 (17.8) 0.36
MRSA, N (%) 137 (28.2) 38 (23.6) 53 (32.7) 0.08 28 (17.4) 64 (39.3) <0.001
Duration of antibiotic therapy (days), median (IQR) 15 (9-26) 14 (8-24) 16 (9-27) 0.07 15 (9-26) 15 (7-23) 0.44

2

3 LBP, low biomass production; HBP, high biomass production; LMA, low metabolic activity; HMA, high metabolic activity; IQR, interquartile

4  range; SD; standard deviation; LWBN; low-birth weight neonate; SOT, solid organ tumor; C-RBSI, catheter-related bloodstream infection;

5 MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

6  Statistically significant values (p<0.05) are shown in bold.
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Abstract

Background: Despite the several strategies available for the management of biofilm-associated ventilator-associated
pneumonia, data regarding the efficacy of applying antibiotics to the subglottic space (SS) are scarce. We created an in
vitro model to assess the efficacy of antibiotic lock therapy (ALT) applied in the SS for eradication of Pseudomonas

aeruginosa biofilm in endotracheal tubes (ETTs).

Methods: We applied 2 h of ALT to a P. aeruginosa biofilm in ETTs using a single dose (SD) and a 5-day therapy model
(5D). We used sterile saline lock therapy (SLT) as the positive control. We compared colony count and the percentage

of live cells between both models.

Results: The median (IQR) cfu counts/ml and percentage of live cells in the SD-ALT and SD-SLT groups were, respectively,
3.12x10° (9.7 x 100) vs. 8.16 X 107 (7.0 x 107-0) (p = 0.05) and 53.2% (50.9%-57.2%) vs. 91.5% (87.3%-93.9%) (p < 0.001).
The median (IQR) cfu counts/ml and percentage of live cells in the 5D-ALT and 5D-SLT groups were, respectively, 0 (0-0)
vs. 32 %107 (232 % 107-0) (p=10.03) and 40.6% (36.6%-60.0%) vs. 90.3% (84.8%-93.9%) (p < 0.001).

Conclusion: We demonstrated a statistically significant decrease in the viability of P. geruginosa biofilm after application
of 5D-ALT in the SS. Future clinical studies to assess ALT in patients under mechanical ventilation are needed.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa biofilm, Ventilator-associated pneumonia, Selective decontamination solution, Lock

therapy, Confocal laser scanning microscopy

Background

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is one of the
most common nosocomial infections, with significant
morbidity and mortality. Between 9% and 27% of intu-
bated patients develop VAP, although the incidence can
increase to 46% in patients who require mechanical
ventilation for more than 48 h after major heart surgery
(MHS) [1, 2].

Bacterial biofilm is thought to be responsible for the
development of respiratory infections in more than 80%
of cases, with approximately 10° bacterial cells/cm
recovered from the endotracheal tube (ETT) [3]. In
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>Department of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Hospital
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( BioMVed Central

recent years, the association between VAP and biofilm
has been well described, since pneumonia is associated
more with the presence of biofilm than with duration of
intubation [4, 5].

The various strategies for the prevention and treat-
ment of VAP-associated biofilm include selective digest-
ive decontamination (SDD), subglottic aspiration,
antimicrobial drug—coated tubes, and devices that help
to remove mucus, all of which can reduce biofilm forma-
tion in intubated patients [6—12]. Recent in vitro studies
based on new designs of ETT have also described prom-
ising results regarding prevention of biofilm adhesion
[13-16].

Despite the combination of compounds in the SDD
solution would cover most microorganisms causing VAP
and it even has not been associated to an increase of
antibiotic resistance [17-20], it appears that SDD alone

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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is not enough to reduce biofilm, as it only reaches the
internal surface of the ETT [21, 22]. Therefore, an
additional therapy with SDD solution directly applied at
the external surface of the subglottic space can be a
promising approach. Antibiotic lock therapy (ALT) is
used for the prevention and treatment of catheter-
related bacteremia [23-26], but data on the use of an
SDD solution as ALT in the prevention and treatment of
VAP are scarce [27].

Therefore, our objective was to apply an in vitro bench
top model to assess the efficacy of SDD solution applied
in the subglottic space for eradication of Pseudomonas
aeruginosa biofilm in ETTs.

Methods

Our prospective in vitro study was carried out in the
laboratory of the Clinical Microbiology and Infectious
Diseases Department, Hospital Gregorio Maraiidn,
Madrid, Spain.

Laboratory procedure

We used a bench top in vitro model simulating adult
tracheal intubation based on a cuffed ETT (TaperGuard
Oral Tracheal Tube Evac Murphy Eye, Mallinckrodt ™)
(Fig. 1a) [7]. The ETT was colonized with 3 ml of a solu-
tion of 10® cfu/ml of Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 in brain-heart infusion (BHI) and incubated at
37 °C for 72 h. BHI was discarded and replaced on each
day of incubation. The model was run 4 times in order
to test the following therapies: single dose of ALT
(SD-ALT), 5 days of ALT (5D-ALT), single dose of ster-
ile saline (SD-SLT), and 5-day SLT (5D-SLT). Sterile
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saline was used as a positive control (untreated). Each
experiment was tested in triplicate (Fig. 1b).

Lock therapy consisted of a 2-h application of 3 ml of
either SDD solution (nystatin 2.6 mlU, tobramycin
15.6 mg/ml, and colimycin 13 mg/ml) or sterile saline in
the subglottic space. In the case of 5D-ALT and 5D-SLT,
we used BHI between lock therapy periods. We also
assessed whether SDD solution or sterile saline leakage
occurred during lock therapy.

Once lock therapy had finished, the solution was re-
moved, and the ETTs were washed with sterile saline.
The subglottic area of the ETT was then cut into 3 seg-
ments, each measuring 0.5 cm (Fig. 1b). One segment
was sonicated in order to analyze the colony counts
(cfu/ml) by culture and the percentage of live cells in the
sonicate by image. The remaining 2 segments were proc-
essed to visualize biofilm biomass and sessile cell struc-
ture using microscopy.

Analysis of colony counts and live cells in the sonicate
Sonication was performed in 2 ml of buffer solution for
1 min at 50 Hz. For culture, the solution was serially di-
luted and cultured on blood agar plates, which were in-
cubated for 24 h at 37 °C. Colony counts were expressed
on a logarithmic scale as the number of cfu/ml

For the analysis of the live/dead cells, the remaining
sonicate was centrifuged (after culture), and the pellet
was resuspended in 50 pl of sterile saline and stained
using the Live/Dead” BacLight kit™ (BacLight kit™; Invi-
trogen, Barcelona, Spain) for 15 min protected from the
light. Staining was performed using 0.5 pl of SYTO® 9
(stock 3.34 mM DMSO) and 0.5 ul propidium iodide

3 ml 10° cfu/ml P. aeruginosa

!

72h incubation = remove media

a b

Endotracheal
‘T tube

Lock therapy

Subglottic

space cuff

222N

Cuffed ETT (TapeGuard Oral Trachea Tube Evac
Murphy Eve, Mallinckrodt™)

N

colimycin13 mg/mL..

SDD solution composition
nystatin2.6 mUI, tobramycin 15.6 mg/mi,

Analysis

Regimen

Single-dose \

5-day

Triplicates

Fig. 1 a. Schematic diagram of the bench top model simulating adult tracheal intubation based on a cuffed ETT (TaperGuard Oral Tracheal Tube
Evac Murphy Eye, Mallinckrodt ™). b. Laboratory procedure. ALT with SDD or SLT were applied for 2 h during a single dose or a 5-day therapy at

the subglottic space after the formation of a 72 h-mature biofilm of P. aeruginosa. After lock therapy, the subglottic area of the ETT was cut into 3
0.5 cm-segments for analysis
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(stock 20 mM DMSO) in 20 pl of sample mounted on
coverslips and imaged using confocal laser scanning mi-
croscopy (CLSM) in an inverted confocal fluorescence
microscope (SPE, Leica Microsystems) equipped with
ACS APO 10x/0.30 and ACS APO 63X/1.30 objectives.
Samples were imaged using an ACS APO 63X/1.30 ob-
jective. During imaging, SYTO 9 emits green fluores-
cence and is used to identify living microorganisms with
an intact membrane, whereas propidium iodide emits
red fluorescence and stains dead bacteria with a dam-
aged membrane. We analyzed 3 CLSM images of each
sample. FIJI software (National Institute of Health, US)
was used for image quantification. The percentage of live
bacteria was calculated as the ratio between the number
of live cells and the total number of cells x100.

Visualization of biofilm biomass

For visualization of the biofilm biomass in the ETT, we
inactivated the ETT segments by freezing at —-80 °C for
72 h. Then, after thawing for 30 min, the segments were
stained with the Live/Dead® BacLight kit™ for 15 min
protected from the light. Staining was performed using
1.5 ul of SYTO® 9 (stock 3.34 mM DMSO) and 1.5 ul
propidium iodide (stock 20 mM DMSO) in 1 ml
phosphate-buffered saline. The samples were mounted
on coverslips and imaged using CLSM at ACS APO
10X/0.30 objective [28, 29]. We displayed 6 CLSM im-
ages for each sample. Images were edited using FIJI soft-
ware (National Institute of Health, US).

Visualization of sessile cell structure

Biofilm structure was imaged using a 0.5-cm half section
of the ETT segment fixed in 2.5% glutaraldehyde and
then in osmium tetroxide (1%) and potassium ferricyan-
ide (0.8%). The samples were then dehydrated in graded
alcohol and sputter-coated with gold atoms (Taab
Laboratories Equipment Ltd., Berks, UK). Samples were
imaged via a scanning electron microscope (SEM, T300,
Jeol Ltd., Tokyo, Japan). We displayed 6 SEM images for
each sample.

Statistical analysis
Qualitative variables appear with their frequency distri-
bution. Quantitative variables are expressed as the me-
dian and interquartile range (IQR). Non-normally
distributed continuous variables were compared using
the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. The chi-
square or Fisher exact test was used to compare
categorical variables.

All statistical tests were 2-tailed. Statistical significance
was set at p < 0.05 for all the tests. The statistical analysis
was performed with SPSS 21.0.
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Results and discussion

Single-dose lock therapy

In the SD lock therapy model, culture of the sonicate of
the ETT segments yielded a median (IQR) of 2.15 x 10°
(9.7 x 10*-0.0) cfu/ml in the SD-ALT group and 8.16 x
107 (7.0 x 107-0.0) cfu/ml in the SD-SLT group (p = 0.05).
The median (IQR) percentage of live cells detected by
CLSM was 53.2% (50.9%-57.2%) in the SD-ALT group
and 91.5% (87.3%-93.9%) in the SD-SLT group (p<
0.001) (Fig. 2a, b).

The samples of ETT segments observed under CLSM
showed a similar biomass thickness in P. aeruginosa bio-
film for both SD-ALT and SD-SLT, as also shown by
SEM. This finding correlated with the median (IQR)
number of total cells: SD-ALT, 915.0 (279.0-1074.5) vs.
SD-SLT, 246.0 (168.5-1130.5) (p =0.35) (Fig. 2c). How-
ever, the P. aeruginosa cells in the SD-ALT group were
deformed compared with the cells in the control group
(Fig. 2d).

5-day lock therapy

Five-day lock therapy yielded a median (IQR) cfu/ml
from the sonicate of the ETT segments of 0.0 (0.0-0.0) in
the 5D-ALT group and 3.2 x 107 (2.32 x 107-0.0) in the
5D-SLT group (p =0.03). The median (IQR) percentage
of live cells in each group was 40.6% (36.6%-60.0%) for
5D-ALT and 90.3% (84.8%-93.9%) for 5D-SLT (p <0.001)
(Fig. 2a, b).

We also found statistically significant differences in
the median (IQR) number of total cells: SD-ALT, 32.0
(28.0-35.5) vs. SD-SLT, 50.0 (36.5-57.5) (p =0.01). This
finding can be observed in the CLSM images of the ETT
segments, in which the thickness of the biomass was
lower for 5D-ALT (Fig. 2c¢).

In the SEM images of Fig. 2d, the bacilli of P. aeruginosa
were almost eradicated, and the sample was composed
mainly of crystals derived from the used fluids.

Comparison between single-dose and 5-day lock therapy
In order to assess whether 5D-ALT was better than SD-
ALT, we compared only the median between the per-
centage of live cells and the number of cfu/ml, as SD
and 5D therapies were not comparable according to the
total number of cells in both the ALT group and the SLT
group. We found that 5D-ALT was significantly better
than SD-ALT in terms of the median (IQR) cfu/ml re-
covered in the sonicate: 0.0 (0.0-0.0) vs. 2.15 x 10° (9.7 x
10*-0.0) (p = 0.04). Although there were no statistically
significant differences in the median (IQR) percentage of
live cells, 5D-ALT was slightly better than SD-ALT:
40.6% (36.6%-60.0%) vs. 53.2% (50.9%-57.2%) (p = 0.12).
When we analyzed whether leakage of lock solutions
occurred through the ETT, we did not recover any other
solution in either the SD or the 5D lock therapies.
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Fig. 2 a. Comparison of percentage of live cells between the lock therapy models. P values were calculated by comparing the median (IQR) values using
the Kruskal-Wallis test. b. Confocal laser scanning micrograph of treated and non-treated biofilms of P. aeruginosa recovered from the sonicate of the
endotracheal tube segments. Samples of the sonicate were stained using the Live/dead® BaclLight kit™ (magnification x1500). Bacteria recovered from 3
different ETTs were quantified (over 1000 cells per condition of single dose lock therapy and 5-day lock therapy). A single representative picture depicting the
highest cell counts is reported for each model. €. Confocal laser scanning micrograph of the external surface of endotracheal tubes in the lock therapy and
control groups. Samples were stained using the Live/dead® Baclight kit™ (magnification x250). The white arrow indicated the endotracheal tube wall. A single
representative picture depicting the greatest biofilm accumulation is reported for each model. d. Scanning electron micrographs of the external surface of
the endotracheal tubes in the lock therapy and control groups. Samples were fixed in glutaraldehyde, dehydrated in graded alcohol, and sputter-coated with
gold atoms (magnification x1500). The white arrow indicated the distortion of sessile cells. A single representative picture depicting the greatest cell
deformation is reported for each model. ALT, antibiotic lock therapy; SLT, saline lock therapy; SD, single dose; 5D, 5-day
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Our in vitro data demonstrated that 5D-ALT using
SDD solution applied on mature P. aeruginosa biofilm
(72 h) in ETTs significantly reduced cell viability.

VAP is considered a major nosocomial infection, with
a frequency ranging from 9% to 46% [2, 30, 31]. The
highest frequencies are described among patients in
MHS intensive care units (MHS-ICUs), as demonstrated
in previous studies, where the risk of VAP increased
among patients undergoing mechanical ventilation for
more than 16.6 h after MHS [2, 32].

Biofilm formation on the ETT surface plays a key role in
the pathogenesis of VAD, as it prevents the action of antibi-
otics and host defense cells [33]. Persistence of biofilm in the
ETT of microorganisms potentially causing VAP is a com-
mon phenomenon, and, despite the use of systemic and in-
haled antibiotics, patients have a worse clinical response [34].

Several preventive measures, such as subglottic aspir-
ation and SDD, have proven effective in the reduction of
VAP rates among patients under mechanical ventilation
[35]. In addition, it was recently demonstrated that the
use of SDD in intubated patients admitted to MHS-ICUs
significantly reduced the frequency of VAP episodes [11].
However, data on the possible role of SDD solution as lock
therapy in the subglottic space are scarce. A clinical study
by Pneumatikos et al. demonstrated that continuous infu-
sion of an antibiotic solution in the subglottic space sig-
nificantly reduced VAP rates [27]. In our study, we used
sonication and CLSM to demonstrate that a 2-h applica-
tion of the SDD solution in ETT contaminated with a ma-
ture P. aeruginosa biofilm was associated with a
considerable reduction in the number of viable cells (both
cfu/ml and percentage of live cells). As for duration of
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lock therapy, even though the median percentage of live
cells in the sonicate of the ETT segments treated with SD-
ALT was significantly lower than in the control group
(53.2% vs. 91.5%, p < 0.001), 5D-ALT not only significantly
reduced the median percentage of live cells by >50%
(40.6% vs. 90.3%, p <0.001), but it also reduced the me-
dian number of cfu/ml (0.0 vs. 3.2 x 107, p = 0.03). Our
findings were also corroborated by direct observation of
the biofilm in the ETT segments using CLSM and SEM,
as 5D-ALT had a thinner biomass and the bacillus was de-
formed. This major cell damage observed by SEM was
caused by tobramycin and colimycin, since both drugs
produced leakage of cellular components, with the result
that the cells were deformed [36].

We believe that the difference in the total number of
cells observed in both periods of lock therapy is due to
marked dislodgement of dead bacteria from the biofilm
on the ETT surface in the 5D model [37]. Moreover, it
was important to notice the difference between the cfu/ml
obtained from cultures and the percentage of live cells of
the sonicate. This can be a limitation of the study due to
the possible presence of viable but no-culturable cells
(VBNC) or due to a lack of use of a neutralizing fluid dur-
ing sample extraction, but this last procedure could have
affected also the biofilm structure by dislodgement [38].

Finally, even though our in vitro model was based on a
static pre-established P. aeruginosa biofilm, our data sup-
port using the ALT not only as a therapeutic measure
once the biofilm is established, but also as a preventive
measure in patients who are expected to be under mech-
anical ventilation for more than 48 h (from the beginning
of intubation until extubation or until discharge from the
ICU). Moreover, the combination of compounds in the
SDD solution would cover most microorganisms causing
VAP. However, despite in ICUs with low levels of anti-
biotic resistance there is no evidence that universal use of
SDD increases antibiotic resistance, in ICUs with high en-
demic levels of antibiotic resistance, SDD may increase
the selective pressure for antibiotic-resistant microorgan-
isms [17-20]. Routine prophylactic use of antibiotics
should be carefully introduced in hospital settings where
there are high levels of antibiotic resistance [1]. Besides,
the in vitro efficacy of this therapy on the biofilm of other
microorganisms causing VAP (eg, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) should be tested.

Conclusion

This is the first in vitro study demonstrating by culture and
microscopy that P. aeruginosa biofilm in ETT can be sig-
nificantly eradicated after applying ALT with SDD solution
in the subglottic space. Future studies are needed to further
evaluate the efficacy of this approach when combined with
SDD as a prophylactic measure for VAP in patients under
mechanical ventilation.
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Available online xxx activity of ethanol combined with enoxaparin are scarce. We aimed to assess the efficacy of ethanol at

different concentrations combined with enoxaparin 601U as a lock solution for eradication of the biofilm
of different microorganisms.
Methods: Using a static 96-well plate in vitro model, we tested 30%, 35%, and 40% ethanol alone and
combined with 60 IU of enoxaparin against 24-h-old biofilm from the following microorganisms: Staphy-
lococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, and Candida albicans.
Time of exposure was assessed during a 2-h and 24-h regimen. We analysed the percentage reduction in
metabolic activity using the XTT assay. We considered therapy to be successful when metabolic activity
was reduced by >90%.
Results: In the 2-h regimen, the therapy was successful against all microorganisms at 35% and 40%
ethanol without enoxaparin (p<0.001). In the 24-h regimen, the therapy was successful against all
microorganisms at all ethanol solutions without enoxaparin (p<0.001). When ethanol was combined
with enoxaparin, the therapy was only successful in the 24-h regimen in biofilms of S. epidermidis,
C. albicans and E. coli at all concentrations of ethanol assessed.
Conclusions: Our in vitro model demonstrated that when ethanol is combined with enoxaparin in a lock
solution, it negatively affects ethanol anti-biofilm activity after both short and long exposures.
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Determinacion in vitro de la actividad anti-biopelicula del etanol solo y en
combinacion con enoxaparina 60 Ul

RESUMEN

Palabras clave: Introduccion: Labacteriemia relacionada con el catéter (BRC) puede ser manejada sin laretirada del catéter
Etano! mediante la combinacién de terapia sistémica y terapia de sellado de catéter. Las soluciones de sellado
Terapia de sellado con antisépticos mas utilizadas estan compuestas de etanol combinado con anticoagulante. Sin embargo,

g;g)‘(’::)ﬁiig“'bwpehcula los datos sobre la actividad anti-biopelicula del etanol combinado con enoxaparina son escasos. Nuestro
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objetivo fue evaluar la eficacia del etanol a diferentes concentraciones combinado con enoxaparina 60 UI
como solucién de sellado para la erradicacién de la biopelicula de diferentes microorganismos.

Métodos: Mediante un modelo in vitro estatico en placa de 96 pocillos, testamos etanol al 30, 35y 40% solo
y combinado con 60 Ul de enoxaparina frente a una biopelicula de 24 h de los siguientes microorganismos:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Candida albicans.
El tiempo de exposicion se evalué durante un régimen de 2 y 24 h. Se analiz6 el porcentaje de reduccién
de la actividad metabdlica mediante el ensayo XTT. Consideramos éxito de la terapia cuando la actividad
metabdlica se redujo >90%.

Resultados: En el régimen de 2 h, 1a terapia fue exitosa contra todos los microorganismos a concentraciones
de etanol del 35 y 40% sin enoxaparina (p<0,001). En el régimen de 24 h, la terapia fue exitosa contra
todos los microorganismos en todas las soluciones de etanol sin enoxaparina (p <0,001). Cuando se com-
bind etanol con enoxaparina, la terapia solo tuvo éxito en el régimen de 24 h en todas las concentraciones
de etanol evaluadas frente a biopeliculas de S. epidermidis, C. albicans y E. coli.

Conclusiones: Nuestro modelo in vitro demostré que la adicién de enoxaparina a etanol en solucién de
sellado afecta negativamente a la actividad anti-biopelicula del etanol tanto tras exposiciones cortas como
largas.

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Todos los derechos reservados.

Introduction

Catheter-related bloodstream infection (C-RBSI) is one of the
most common nosocomial infections. Approximately 1-2 episodes
per 1,000 catheter days have been recorded in intensive care units
(ICU), and the mortality rate has been reported to rise to 25%.!-3

The distribution of causative microorganisms is as fol-
lows: Gram-positive cocci, 70% (coagulase-negative staphylococci,
Staphylococcus aureus, enterococci); Gram-negative bacilli, 20%
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae); and yeasts, 10% (Candida
spp.).>* The ability of bacteria and yeasts to cause C-RBSI depends
on their capacity to form biofilms on the catheter surface, and their
adherence to medical devices promotes persistent infection and
treatment failure.5”

Guidelines recommend removing the catheter when C-RBSI
is suspected. However, when the infection has to be managed
with the catheter in place, combining systemic antimicrobial treat-
ment with antibiotic lock therapy (ALT) is also recommended.*8-12
ALT is based on the instillation of approximately 2ml of a high
concentration of antimicrobials (MIC x100-x1,000) for 2-24h.'?
However, the properties of biofilm and the increasing frequency
of multidrug-resistant strains are leading ALTs to fail.!> Alterna-
tively, antiseptic lock solutions have been proposed as a novel
alternative to ALTs, as no resistance to antiseptic has been
reported.'41°

Ethanol is one of the most commonly used antiseptics in the clin-
ical setting. It is administered in combination with an anticoagulant
to prevent catheter occlusion and cracking after more than 2 h of
antiseptic lock therapy.'® In a recent in vitro study, ethanol was
shown not to affect the activity of enoxaparin.!” However, to the
best of our knowledge, the efficacy of combining ethanol with
enoxaparin as a catheter lock solution has not been assessed against
microbial biofilms in a 96-well microplate.

Our objective was to test the efficacy of ethanol at 30%, 35%,
and 40% alone and in combination with enoxaparin 601U as a lock
solution for eradication of pre-formed biofilms of various microor-
ganisms.

Materials and methods

We ran a static in vitro model in a 96-well polystyrene plate in
which ethanol-based lock solutions were tested against 24-h-old
biofilms of the following strains: S. aureus ATCC25923, Staphylococ-
cus epidermidis (clinical strain), Enterococcus faecalis ATCC33186,
E. coli ATCC25922, and Candida albicans ATCC14058.

Laboratory procedure

A loopful of 24-h-old culture of the following strains was
inoculated into 20 ml of their corresponding liquid media: staphy-
lococci in Tryptic Soy Broth (TSB), E. faecalis in TSB enriched
with 1% glucose, C. albicans in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI), and E. coli in Luria-Bertani Broth (LB).!3-20 Microbial sus-
pensions were cultured overnight at 30°C under orbital shaking.
Biofilms were formed as described elsewhere.?! Briefly, inoculums
were washed 3 times with phosphate buffered saline (PBS) and
adjusted to an optical density of 0.5 McFarland, or 0.35 McFarland
in the case of C. albicans. From this suspension, 100 wl was added
to each well, and plates were cultured at 37°C for 24h. Each
strain was tested 12 times using a positive control treated with
medium and a negative control treated without microorganisms.
After incubation, plates were washed 3 times with PBS and 120-
pl ethanol-based solutions mixed with 120 .l of medium were
added to each well except in positive control wells, where only
120 pl of medium was added. Plates were incubated again for 2
and 24 h at 37 °C, before being washed 3 times with PBS and dried
completely. Then, 100 .1 of XTT-menadione (10 ml 1 mg/ml-40 .l
1.72 mg/ml), which was prepared immediately before the exper-
iment, was added to each well, and the plates were incubated in
darkness at 37 °C for 2 h. Absorbance was measured at 492 nm in a
spectrophotometer (Biochrom EZ Read 400).

Preparation of ethanol-based solutions

Solutions were prepared immediately before each experiment
as follows: 30%, 35%, and 40% ethanol alone and with 601U of
enoxaparin (Clexane® 40 mg, 40001U, enoxaparina sddica, Sanofi-
Aventis, SA.A, Barcelona, Spain) (as is the standard used in
our institution for catheter lock). All ethanol concentrations are
expressed as % (v/v) in distilled water.

Data analysis

We assessed the percentage reduction in metabolic activity by
comparing absorbance at 490 nm in the positive control wells and
in the treated wells. We considered therapy to be successful when
metabolic activity was reduced by >90%.

The qualitative variables appear with their frequency distribu-
tion. The quantitative variables are summarized as the median
(IQR). Continuous variables were compared using the t test;
non-normally distributed variables were compared using the
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Kruskal-Wallis test. The differences between groups were com-
pared using the Mann-Whitney test with a Bonferroni correction.
All statistical tests were 2-tailed. Statistical significance was set at
p<0.05 for all the tests. Statistical analysis was performed using
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0 (IBM Corp., Armonk,
NY, USA).

Results

The overall median reduction in metabolic activity is shown in
Fig. 1. The median reduction obtained for each strain tested with
all the solutions at different times of exposure is shown in Table 1.

Two-hour regimen

In the 2-h regimen, therapy was successful in all the microor-
ganisms tested when the solution of >35% ethanol alone was used.
For 30% ethanol, this reduction was only achieved for S. epidermidis

and E. coli (Fig. 2B and D). No significant differences in reduction
were found between ethanol 35% and 40% (p > 0.05).

Concentrations of 30% ethanol-enoxaparin reduced the
overall median metabolic activity by up to 36%. At 35%
ethanol-enoxaparin, the median reduction in metabolic activity
ranged from 49% to 89.2%. The same range was observed when
40% ethanol-enoxaparin solutions were used (Fig. 1). However, no
reduction was found for C. albicans with any of the 3 concentrations
of ethanol-enoxaparin tested (Fig. 2E).

Twenty-four-hour regimen

In the 24-h regimen, therapy was successful in all the microor-
ganisms tested at all the ethanol concentrations (Fig. 1). However,
when ethanol was combined with enoxaparin, a significant reduc-
tion in metabolic activity was observed only for S. epidermidis,
E. coli, and C. albicans at all the ethanol concentrations (p <0.001)
(Fig. 2B, D, and E). In contrast, with S. aureus and E. faecalis, the
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Fig. 1. Overall median reduction in metabolic activity after treatment with an ethanol-based lock solution. Asterics correspond to extreme outliers.

Table 1

Reduction in metabolic activity of the biofilm-forming strains after treatment with an ethanol-based lock solution.

Lock solution Duration of Median (IQR) percentage reduction in metabolic activity
composition exposure
S. aureus S. epidermidis E. faecalis E. coli C. albicans
30% 2h 34.1 (0-43.9) 93.7 (90.7-96.8) 92.1(82.9-94.7) 98.9 (98.6-99.3) 79.8 (75.2-86.1)
ET 24h 95.5(94.4-96.1) 100 (99.5-100) 97.9 (95.6-98.5) 100 (99.6-100) 99.8 (99.6-99.7)
30%ET- 2h 6.9 (0-26.3) 33.2(27.8-47.0) 69.8 (14.4-83.4) 21.8 (13.1-40.2) 9.4 (7.6-11.6)
ENOX 24h 99.6 (99.4-99.9) 96.6 (94.4-99.4) 62.6 (53.8-77.0) 99.7 (95.8-99.9) 99.3 (98.3-99.6)
T 2h 98.9(95.1-99.8) 98.1(96.6-100) 99.8 (99.3-100) 98.8 (98.7-99.2) 99.4 (99.3-99.5)
24h 99.6 (99.4-99.9) 100 (100-100) 99.5 (99.1-100) 100 (100-100) 99.7 (99.6-99.8)

35%ET- 2h 89.6 (87.7-93.5) 60.5 (40.2-70.6) 66.8 (52.1-71.6) 98.5(83.2-99.2) 18.3(0-31.7)
ENOX 24h 87.8(78.7-91.5) 92.2 (87.9-97.7) 75.3 (73.0-87.9) 100 (99.4-100) 94.0 (90.0-97.5)
TR 2h 99.0(97.5-99.3) 100 (98.1-100) 99.6 (99.1-100) 98.8 (97.3-99.4) 99.5(99.3-99.7)

° 24h 99.2 (98.5-99.5) 100 (99.6-100) 98.4(97.8-99.1) 100 (99.8-100) 99.6 (99.4-99.7)
40%ET- 2h 90.2 (84.1-93.4) 44.7 (28.7-61.7) 30.2 (24.7-70.4) 89.6 (62.9-95.7) 0(0.0-0.0)
ENOX 24h 83.6 (80.6-93.3) 96.4 (92.6-96.9) 62.1 (43.6-86.7) 100 (98.4-100) 98.1(96.9-98.9)

ET, ethanol; ENOX, enoxaparin; IQR, interquartile range.
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Fig.2. Medianreduction in metabolic activity of the various biofilm-forming strains after treatment with an ethanol-based lock solution. (A) Staphylococcus aureus ATCC25923.
(B) Staphylococcus epidermidis (clinical strain). (C) Enterococcus faecalis ATCC33186. (D) Escherichia coli ATCC25922. (E) Candida albicans ATCC14058. Asterics correspond to

extreme outliers.

median reduction in metabolic activity did not reach 90% when
they were treated with solutions of ethanol at any concentration
combined with enoxaparin (Fig. 2A and C).

Discussion

Our data showed that enoxaparin used as an adjuvant anti-
coagulant in ethanol-based lock solutions negatively affects the
anti-biofilm activity of ethanol. Higher concentrations of ethanol
were required to obtain better percentage reductions in metabolic
activity after combination with enoxaparin.

The consequences of C-RBSI after insertion of a central venous
catheter (CVC) in ICU patients can be fatal.?2 Guidelines recom-
mend removing the catheter when there is suspicion of C-RBSL
However, in situations where catheter withdrawal is not possible,
the combination of systemic therapy and ALT can be useful.8.10.23
Several studies have shown antiseptic lock solutions such as
ethanol to be a sufficiently efficacious alternative to ALTs.?11.16
However, the heterogeneity of the study designs prevents consen-
sus on the appropriate concentration and regimen to be used.?*
Most studies showed the best activity with 70% ethanol. However,
it has also been demonstrated that 70% ethanol was not only unsafe
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for patients, but also disrupted the catheter surface.>?% In our
study, we showed that 35% or 40% ethanol alone was sufficiently
high for a >90% reduction in the metabolic activity of the biofilm
of all the tested microorganisms in a 2-h lock solution regimen
(p<0.001).

When ALT is administered for >2h, the solution must con-
tain anticoagulants in order to prevent catheter occlusion. The
most popular anticoagulant in lock solutions is heparin, both in
its unfractionated form (UFH) and low-molecular-weight form
(LMWH).?” Enoxaparin is the most representative LMWH and is
replacing UFH owing to its more predictable pharmacokinetic pro-
file and ease of use, although data on its effect and stability in
ethanol lock solutions are scarce.?8 Calvet et al. demonstrated
that enoxaparin was stable in 40% ethanol and that it had only
a marginal impact on the catheter surface. Moreover, in a study
by Balestrino et al., the efficacy of enoxaparin 400 IU/ml and 40%
ethanol made it possible to eradicate the biofilm of S. aureus and
C. albicans. In addition, the authors confirmed that the integrity
of the catheter was not affected.'®!” Biofilms were formed
and treated in microfermentors containing segments of silicon
catheters, and a significant reduction in the viability of cells (in
colony-forming units) was achieved for all their strains when a
24-h regimen was followed, even in S. aureus. In contrast to these
results, we found that 60 IU of enoxaparin altered the anti-biofilm
activity of ethanol in S. aureus and E. faecalis for the 24-h therapy.
However, the combination worked properly with S. epidermidis,
C. albicans, and E. coli biofilms. Moreover, the shortest regimen used
by Balestrino et al. was 4 h, compared with 2 h in our study, thus
showing that the effect of ethanol-enoxaparin solutions was not
only ethanol concentration-dependent but also time-dependent.
However, although the methodology used was different, both XTT
and colony-forming unit counts could help to assess the in vitro
anti-biofilm activity of ethanol.

Based on our data, we consider that a 2-h regimen of either 35%
or 40% ethanol alone could be used until the microorganism has
been identified. However, if a 24-h regimen of ethanol is used, anti-
coagulants other than enoxaparin should be administered, at least
in the case of S. aureus and E. faecalis infections.

Although ours is one of the first studies to assess the anti-biofilm
activity of ethanol combined with enoxaparin as a lock solution,
it has some limitations. First, our methodology using a static in
vitro model was only based on calculating the percentage reduction
in metabolic activity as an indirect measure for biofilm reduction.
Besides, we also used a clinical strain of S. epidermidis instead of
an ATCC which could have different behaviour. Therefore, future
studies including more clinical strains must be performed to assess
the correlation between metabolic activity and cell viability or re-
growth assays.

Conclusion

Based on our in vitro results, enoxaparin could negatively affect
the anti-biofilm properties of ethanol. We consider that a 35%
ethanol-based lock solution is appropriate to be used as a lock
therapy. For therapies of >2h, anticoagulants other than enoxa-
parin may be used at least in the case of S. aureus and E. faecalis
infections.
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1. ABSTRACT

We aimed to assess the anti-biofilm activity
of vancomycin, maltodextrin, and their combination
against vancomycin resistant Staphylococcus aureus
(VRSA) and vancomycin-susceptible S. aureus (VSSA)
strains based on an in vitro static model. Biofiims of
4 VSSA and 2 VRSA strains were grown in a 96-well
static model. Vancomycin 2 mM, maltodextrin 10 mM,
and both in combination were tested using tetrazolium
salt (XTT), resazurin, and cfu/well counts. The efficacy
of the antimicrobial solutions was expressed as the
percentage reduction in metabolic activity with each
method. Overall percentage reduction in the metabolic
activity of VSSA was 79.3%, 34%, and 75.7% for
vancomycin, maltodextrin, and their combination
(p<0.001). Overall percentage reduction in metabol-
ic activity of VRSA was 46.7%, 27.8%, and 34.6%
for vancomycin, maltodextrin, and their combination
(p>0.05). Maltodextrin did not improve the anti-biofilm
efficacy of vancomycin in VSSA or in VRSA biofilms.
XTT cannot replace cfu counts as a means of quantify-
ing cell viability. Futures studies are needed to assess
the synergistic effects of other non-antimicrobial mole-
cules combined with vancomycin.

2. INTRODUCTION

Catheter-related  bloodstream  infection
(C-RBSI) is a major cause of morbidity and mortali-
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ty, which can increase to 25% in critically ill patients.
C-RBSI increases the length of hospital stay and
health care costs (1, 2).

C-RBSI is caused by catheter colonization
of extraluminal or endoluminal routes during insertion
or maintenance (3). Colonization results from the
ability of microorganisms to form biofilm. The agents
responsible for C-RBSI are as follows: gram-positive
cocci, 70% (coagulase-negative staphylococci (4),
Staphylococcus aureus, enterococci); gram-negative
bacilli, 20% (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae);
and yeast, 10% (Candida spp.) (5, 6).

Guidelines recommend catheter withdraw-
al when a C-RBSI episode is suspected, particularly
when it is caused by S. aureus or Candida spp. (7,
8). However, catheter salvage is necessary in specific
situations, such as absence of an alternative venous
access, bleeding disorders, and specific patient con-
ditions (9). In these situations, the main approach to
an episode of C-RBSI involves the combination of sys-
temic antimicrobial treatment with antibiotic lock ther-
apy (ALT) (10).

Guidelines recommend vancomycin, a
first-generation glycopeptide, as the main choice
of treatment for staphylococcal infections (coagu-
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lase-negative staphylococcus (4) or S. aureus infec-
tions) (11, 12). However, several studies demonstratd
ed that the anti-biofilm activity of vancomycin was
not as effective as that of other antibiotics used for
multidrug-resistant staphylococci (9, 13-15). Wider
spread prescription of vancomycin has led vancomy-
cin-intermediate S. aureus and vancomycin-resistant
S. aureus (VRSA) to become increasingly common
throughout the world, resulting in frequent treatment
failures (16-18).

In their flow biofilm-forming model, Kiamco et
al. recently demonstrated that the addition of malto-
dextrin, a common polysaccharide sweetener, can
enhance vancomycin activity by acting as a hyperos-
motic agent, particularly in VRSA biofilm. Maltodextrin
showed synergistic activity that enabled it to be used in
the treatment of wound infections (19). Although VRSA
will represent a global health challenge in the future,
no more than 20 strains have been described world-
wide (16, 20, 21). Thus, the combination of vancomyn
cin with agents encouraging antibiotic efficacy should
also target vancomycin-susceptible S. aureus (VSSA).
Moreover, no data have been reported on the possible
role of the combination of vancomycin and maltodex-
trin in ALT solutions.

As for available diagnostic methods to test
the in vitro metabolic activity of S. aureus biofilms, we
recently reported a poor correlation between tetrazoli-
um salt (XTT) and resazurin (22). However, to the best
of our knowledge, the comparison of these options in
susceptibility assays and their correlation with cell vi-
ability tests, such as evaluation of colony-forming unit
(cfu) counts, have only been assessed for yeasts and
not for bacteria (23, 24).

Therefore, the aims of our study were to as-
sess the anti-biofilm activity of the combination of van-
comycin with maltodextrin against VSSA and VRSA
strains as possible ALT and to evaluate the correlation
between the 3 different diagnostic methods.

3. MATERIALS AND METHODS

The study was performed in the laboratory of
the Department of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases at Gregorio Maraiién Hospital, Madrid, Spain.

We designed a static in vitro 96-well plate
model using clinical strains of S. aureus (4 VSSA and
2 VRSA). The VRSA strains were provided by Haluk
Beyenal and Cesar A. Arias.

Vancomycin minimal inhibitory concentration
value for VRSA-1, VRSA-2, and VSSA strains (mean)
was, respectively: >32 mg/L, 5.8 mg/L, and 1.25 mg/L.
The design was based on a 24-hour biofilm that was
treated with various solutions and the results were
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extrapolated to the clinical setting of C-RBSI treatment
with ALT.

3.1. Biofilm formation

Biofilm was formed as described by Peeters
et al., with some modifications (25). Briefly, a loopful
of 24-hour fresh culture of each strain was inoculated
in 20 ml of Tryptic Soy Broth (TSB) and incubated at
37°C in an orbital shaker for 24 hours. Inoculums were
then washed in 3 centrifuge-resuspension cycles with
phosphate-buffered saline (PBS), and pellets were rea
suspended in 10 ml of TSB. These suspensions were
adjusted to 0.5 McFarland turbidity (102 cfu/ml) using
a turbidimeter and 100 ul was inoculated onto a 96-
well plate. After 24 hours of biofilm formation at 37°C,
plates were washed 3 times with PBS and treatment
was administered. Each strain was tested in triplicate
with a positive control and with TSB as a negative
control.

3.2. Vancomycin and maltodextrin solutions and
treatment procedure

Vancomycin (Sigma-Aldrich Quimica, S.L.),
maltodextrin  (Sigma-Aldrich Quimica, S.L.), and
vancomycin-maltodextrin solutions were prepared in
3% TSB in concentrations of 2 mM, 10 mM, and 2 mM-
10 mM, respectively, according to the concentrations
used on the paper published by Kiamco et al (19). After
preparation, each solution was filtered using a 0.22-ym
Millipore® filter. Solutions were prepared immediately
before each experiment.

One hundred microliters of each solution
was added to the completely dry plates, which were
incubated at 37°C for 24 hours. The plates were then
washed a further 3 times with PBS and dried at room
temperature before the viability assays.

3.3. Quantification of metabolic activity by XTT
assay

One hundred microliters of XTT (Sigma-
Aldrich Quimica, S.L.))menadione (0.5 mg/ml and
1.72 mg/ml) mixed at 10 ml/1 yl was inoculated in
each well in darkness. The plate was then incubated
at 37°C for 3 hours. Absorbance was measured at 492
nm in a spectrophotometer (Biochrom EZ Read 400),
and the percentage of metabolic reduction was calcu-
lated according to equation 1.

. Absgyg, treated strai
Equatlon 1 % of metabolic reduction = [1 —( 49z TEATEC STAT )] =100

Absygopoesitive control

3.4. Quantification of metabolic activity by re-
sazurin assay

One hundred microliters of TSB 30 mg/ml and
30 pl of resazurin (Sigma-Aldrich Quimica, S.L.) 5 ng/
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Table 1. Overall percentage reduction in metabolic activity (by XTT or resazurin) and cfu counts for Staph-
ylococcus aureus biofilm strains treated with vancomycin, maltodextrin, and the combination of both

Diagnostic assay Therapy % Reduction P value!
XTT \Y, 65.9 p=0.041
XTT M 33.1
XTT V+M 53.4
RZ \Y 62.0 p=0.003
RZ M 21.0
RZ V+M 59.3
cfu counts \% 77.4 p<0.001
cfu counts M 415
cfu counts V+M 73.3

XTT, tetrazolium salt; RZ, resazurin;

cfu, colony-forming unit; V, vancomycin; M, maltodextrin; V+M, vancomycin +

maltodextrin.'Statistically significant differences were found between V and V+M compared with M alone. V and V+M
were efficient against S. aureus biofilm using all 3 methods.

ul was added to each well of the plate in darkness and
incubated at 37°C for 2 hours. Absorbance was then
measured using a dual-wavelength model (570 nm
measurement wavelength and 590 nm reference
wavelength) in a spectrophotometer (Biochrom EZ
Read 400). The percentage of metabolic reduction
was calculated using equation 2.

: , 00X}, A - (g0X);; A
Equatlon 2 %Resorufin = ((S A2 © a1 A1 “TA2 )x 100
(e0X)31 A%p — (0X)5p A

where (¢0X),, is the molar extinction coefficient at 590
nm of the oxidized form, (¢0X),, is the molar extinction
coefficient at 570 nm of the oxidized form, A, and
A,, are the absorbances of treated wells at 570 nm
and 590 nm, respectively, and A°,, and A°,, are the
absorbances of positive control at 570 nm and 590 nm,
respectively.

3.5. Quantification of cfu per well

The wells were vigorously scraped in 100
pl of PBS, and the triplicates of each treatment
and controls were mixed separately in a pool. Four
1:100 serial dilutions were performed, and 100 pl of
each dilution was streaked on blood agar plates and
incubated at 37°C for 24 hours. Colonies were countn
ed, and the reduction in log,, cfu/well was calculated
using equation 3.

Futreated strain
Equation 3 % of viability reduction = ll - (“"‘317)]: 100

%positive control

3.6. Statistical analysis

The qualitative variables are expressed with
their frequency distribution. The quantitative variables
are summarized as the mean (SD). Continuous
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variables were compared using the t test; non-
normally distributed variables were compared using
the Kruskal-Wallis test. The differences between the
groups were compared using the ANOVA test with
a post-hoc comparison test by Games-Howell. All
statistical tests were 2-tailed.

Bland-Altman plots (95%CI) and the
interclass correlation coefficient (ICC) were used
to analyze the correlation between the diagnostic
methods. Adifference in methods of + 10% of reduction
was considered a good correlation. Consistent with
Koo et al., ICC values were as follows: low, <0.5;
moderate, 0.5<X<0.75; good, 0.75<X<0.9; and
excellent, >0.9 (26).

Statistical significance was set at p<0.05 for
all the tests. Statistical analysis was performed using
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0 (IBM
Corp, Armonk, New York, USA) and XLSTAT for Win-
dows, Version 2017.4 (Addinsoft).

4. RESULTS

The overall mean (SD) percentage reduction
in metabolic activity and mean cfu in all strains when
the 3 methods were assessed for vancomycin, malto-
dextrin, or both were, respectively, 68.4% (17.3%),
31.9% (20.5%), and 62.0% (25.0%) (p<0.05). Data
regarding the overall percentage reduction for each
method are shown in Table 1. Using the XTT assay,
the mean (SD) percentage reduction in metabolic
activity for vancomycin, maltodextrin, and both were
65.9% (32.7%), 33.1% (26.3%), and 53.4% (35.1%)
(p=0.041), respectively. With the resazurin assay, the
mean (SD) percentage reduction in metabolic activity
was 62% (22.3%), 21% (8.3%), and 59.3% (21.7%)

© 1996-2018
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Figure 1. Overall percentage reduction in metabolic activity and cfu counts for VSSA and VRSA strains treated with vancomycin, maltodextrin, and their

combination

(p=0.003) for vancomycin, maltodextrin, and both.
The mean (SD) percentage reduction in cfu counts for
vancomycin, maltodextrin, and both was, respectively,
77.4% (20.8%), 41.5% (22.0%), and 73.3% (23.9%)
(p<0.001).

For VSSA strains, the overall mean (SD)
percentage reduction in metabolic activity and cfu for
vancomycin and the combination of vancomycin with
maltodextrin was statistically significant compared with
that of maltodextrin alone: 79.3% (9.0%) and 75.7%
(15.6%) vs. 34.0% (9.3%), p<0.05 (Figure 1). In con-
trast, in VRSA strains, the overall mean (SD) percent-
age reduction in metabolic activity and cfu counts was
not statistically significant between the groups: vanco-
mycin, 46.7% (28.9%); maltodextrin, 27.8% (16.2%);
and both, 34.6% (18.9%); p>0.05.

Figure 2. shows the percentage reduction
for each therapy by the 3 different diagnostic meth-
ods for VSSA (2a) and VRSA (2b). No differences
were found between vancomycin and its combina-

303

tion with maltodextrin in VSSA (p>0.05), although it
was more active than maltodextrin alone (p<0.001).
In VRSA, vancomycin led to a greater reduction in
metabolic activity and cfu counts than the other ther-
apies, although the differences were not statistically
significant (p>0.05).

When we compared the correlation between
the 3 methods used, no statistically significant
correlation was found between any of the methods,
either with the Bland-Altman graphs or ICCs (Figure 3).
The ICC for the combinations was as follows: cfu
vs. XTT, 0.53; cfu vs. resazurin, 0.69; and XTT vs.
resazurin, 0.63, ie, a moderate correlation between
the 3 techniques.

5. DISCUSSION
Our static in vitro biofilm model did not enable
us to demonstrate that the combination of maltodextrin

with vancomycin had a synergistic effect against VSSA
and VRSA strains.

© 1996-2018
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Figure 2. Percentage reduction in metabolic activity (by XTT or resazurin) and cfu counts for VSSA (A) and VRSA (B) strains treated with vancomycin,
maltodextrin, and their combination. A. In VSSA, vancomycin alone and in combination with maltodextrin showed statistically significantly greater reduc-
tion in metabolic activity and cfu counts than maltodextrin alone (p<0.001). B. In VRSA, the only statistically significant difference was found between
maltodextrin and the combination of both using the resazurin assay (p=0.012).
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C-RSBI is a major complication in hospitals,
particularly in intensive care units (3, 27). S. aureus
C-RBSI is an issue of concern because it frequently
causes long-term hospitalization, morbidity, and mor-
tality (28). A relationship was recently reported ber
tween high minimal inhibitory concentrations (MICs)
for vancomycin (MICs = 1.5 pg/ml) and poor clinical
outcome in patients with S. aureus C-RBSI (29, 30).
Moreover, the anti-biofilm activity of vancomycin
compared with other antibiotics in the clinical setting is
also under discussion, and the use of the drug for ALT
remains controversial (31). Thus, our purpose was to
analyze whether the combination of vancomycin with
a hyperosmotic agent increased its activity against S.
aureus biofilm sufficiently to be used in ALT.

Kiamco et al. described a synergistic effect of
10 mM maltodextrin combined with 2 mM vancomycin
against S. aureus biofilm, with a significant reduction
in volumetric biofilm coverage and average diffusion
distance. The authors also observed changes in bio-
film morphology and in oxygen penetration, concluding
that the combination of vancomycin and maltodextrin
increased the efficiency of biofilm treatment in wound
infections (19). In contrast, we found no statistically
significant differences for the efficacy of vancomycin,
whether alone or combined with maltodextrin, in re-
ducing metabolic activity and cfu counts in VSSA or in
VRSA biofilms. Although we used the same concentra-
tions as Kiamco et al., the diagnostic methods for each
study were different (19). While we used a static plate
model and cell viability assays to analyze viability and
metabolic reduction, Kiamco et al. used a single-pass
flat plate flow reactor to assess biofilm structure, oxy-
gen penetration, antibiotic diffusion, and cell viability.
Thus, vancomycin combined with maltodextrin altered
various biofilm properties but did not increase vanco-
mycin activity when metabolic activity was being meas-
ured. We found that in VSSA, the reduction in viability
measured as cfu counts was approximately 80-90%
for vancomycin and for the combination of vancomycin
and maltodextrin.

These findings correlated with the results
of Kiamco et al. and indicate that both therapies are
effective but that the combination of vancomycin and
maltodextrin was not synergistic. In contrast, in VRSA,
none of the therapies enabled a reduction greater than
52% with any of the diagnostic methods used or even
showed less activity when both were combined.

Moreover, the antimicrobial susceptibility
profile and the level of biofilm production can affect the
efficacy of an antimicrobial treatment. A possible ex-
planation of the differences we observed with respect
to Kiamco’s study in the efficacy of the combined ac-
tivity of vancomycin+maltodextrin could be related to a
specie-specific background. In particular, a high level
of biofilm production is key in the process of the bacte-
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rial tolerance. Is it possible that the absence of a statis-
tical significance observed in our VRSA could be relat-
ed to a different level of biofilm production between our
strains and the one analyzed in Kiamco et al.

As resazurin is cheaper, less time-consum-
ing, less toxic than XTT, and less laborious than cfu
counts and the XTT assay is less time-consuming,
provides faster results, and is less laborious than cfu
counts, we aimed to find a correlation that could sub-
stitute cfu counts with any of the metabolic activity
assays. However, as reported for yeasts (25, 32-34),
we were unable to establish a correlation between cfu
counts, XTT, and resazurin using either Bland-Altman
plots or ICCs in bacteria.

Nevertheless, considering a + 10% reduction
in the difference between methods as a good correlae
tion, the correlation we obtained between the methods
was moderate, suggesting that, depending on the
researcher’s goals, some methods are more suitable
than others. However, results must be interpreted with
caution.

In conclusion, based on our results in a static
in vitro model, we could not demonstrate that malto-
dextrin improved the activity of vancomycin against
S. aureus biofilm in ALT. As for diagnostic methods,
neither XTT nor resazurin can replace cfu counts for
the evaluation of anti-biofilm activity, as they measure
different properties (metabolic activity and cell viability,
respectively). Future studies are needed to find other
synergistic agents to increase vancomycin anti-biofilm
activity and thus optimize the conservative treatment
of C-RBSI by ALT.
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Introduction

Catheter-related bloodstream infection (CRBSI) is one of the
most common nosocomial infections. Its incidence is approxi-
mately of two episodes per 1000 catheter-days and it is asso-
ciated with high rates of morbidity and mortality (12.5—25%),
high associated costs (€18,000), and increased length of stay
[1—4]. Gram-positive cocci are the main causative micro-
organisms (70%), followed by Gram-negative bacilli (20%),
and Candida spp. (10%) [5,6]. The ability of micro-organisms to
colonize central venous catheters lies in their capacity to
adhere to the catheter surface and form a biofilm, which
causes persistent infections and treatment failure [7—9].

When CRBSI is suspected, guidelines recommend catheter
withdrawal [5,10]. However, in specific situations, such as
chemotherapy or haemodialysis, where the risks of catheter
removal are higher than the benefits, the catheter must be
retained using antimicrobial lock therapy in addition to
systemic treatment [10—13]. The increasing rate of anti-
microbial resistance and the low antibiofilm activity of some
antimicrobials necessitate the search for alternative therapies
[14]. Ethanol lock therapy (LT) has been widely used for pro-
phylactic purposes, although results show that it is not suffi-
ciently successful [2,15—17]. Nevertheless, when used for the
treatment of CRBSI, it yields promising results [18—20].

Although some tolerance to ethanol has been reported, no
resistance has been observed, and its antibiofilm activity has
been demonstrated worldwide [21,22]. However, dose,
adverse effects, and use of concomitant anticoagulants for
lock therapies of >24 h remain controversial.

In this study an in-vitro model was used to determine an
optimal LT regimen that contained a sufficiently low concen-
tration of ethanol to reduce bacterial and fungal biofilms
without inactivating heparin.

Methods

Three different concentrations of ethanol (25%, 40%, and
70%) were tested alone and in combination with 60 IU of hep-
arin, in six different LT regimens (2, 24, 72, and 2 h for three

24 h biofilm

B. Alonso et al. / Journal of Hospital Infection 100 (2018) e187—e195

days; 2 for seven days; and 24 h for seven days) against 24 h
preformed biofilms of Staphylococcus aureus ATCC29213,
Staphylococcus epidermidis (clinical isolate), Enterococcus
faecalis ATCC33186, Candida albicans ATCC14058, and
Escherichia coli ATCC25922. The reduction in metabolic ac-
tivity of the biofilms was measured using the tetrazolium salt
assay (XTT). In order to reduce almost all metabolic activity of
the biofilm to assure microbial killing, we considered LT suc-
cessful when metabolic activity fell by >90%.

We then tested regrowth inhibition (RI) within 24 h and
seven days after each LT regimen, at the ethanol concentration
at which LT was most successful, and heparin was only added
for >2 h therapies (Figure 1).

Biofilm formation

Biofilms were grown as described elsewhere with some
modifications [23]. Briefly, a loopful of fresh culture of each
strain was inoculated in 20 mL of medium as follows: tryptic soy
broth (TSB) for S. aureus, TSB supplemented with 1% of glucose
(w/w) for S. epidermidis and E. faecalis, yeast peptone
dextrose for C. albicans, and Luria—Bertani broth for E. coli
[24—27]. Each suspension was incubated at 30°C for 24 h with
shaking. Each inoculum was adjusted to a specific McFarland
value: 0.5 McFarland in the case of bacteria (108 cfu/mL) and
0.35 McFarland in the case of yeasts (10° cfu/mL). Next, 100 pL
of each suspension was placed in a polypropylene 96-well
microtitre plate. Plates were incubated at 37°C for 24 h
without shaking. Plates were then washed three times with
phosphate-buffered saline (PBS).

Ethanol-based treatment

Completely dry plates were exposed to 25%, 40%, and 70%
ethanol alone and in combination with 60 IU of heparin (heparin
sodium, 5000 IU/5 mL, Hospira Prod. Farm. y Hosp, S.L.)
following standard practice at our institution for catheter lock,
with the following regimens: single dose for 2 h, 24 h and
continuous doses for 72 h, 2 h for 3 days (2 h of ethanol and 22 h
of fresh medium), 2 h for seven days, and 24 h for seven days

Staphylococcus aureus ATCC25923 ETHANOL  +  HEPARIN 601U ] Regrowth inhibition
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecalis ATCC33186 ) .
Single dose 7 days 24 h of medium
Escherichia coli ATCC25922
—
Candida albicans ATCC14058 2h 72h 2 24h
3 hours at 37°C
—
Metabolic activity (XTT) 7 days of
absorbance 492 nm medium
> 2 Absorbance 492 nm

Success:
>90% reduction

% Regrowth inhibition

% Reduction in metabolic
activity

Figure 1. Study procedure.
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continuously replacing the medium every 24 h. Ethanol alone
was used for 2 h therapies, whereas solutions of ethanol with
60 U of heparin were used for therapies of >24 h. After each
treatment, plates were incubated at 37°C.

The final volume per well was 240 pL (120 pL of LT
solution + 120 pL of medium) in the case of treated wells and
120 pL of medium per well for positive and negative controls.
Additionally, the efficacy of those solutions combined with
25%, 40%, and 70% isopropanol (in proportion 1:1) was also
tested in order to corroborate the hypothesis of Restrepo et al.
and Cullis et al. with respect to inhibition of heparin precipi-
tation when mixed with ethanol (data not shown) [28,29].

All experiments were run six times and solutions and fresh
medium were replaced every 24 h.

Assessment of metabolic activity

Metabolic activity was measured using the tetrazolium salt
assay (XTT) immediately after ethanol therapy and when wells
had been washed with PBS and dried. One hundred microlitres
of a premixed solution of XTT/menadione at 10 mL/40 pL was
added to each well and incubated at 37°C for 3 h in darkness.
Absorbance was measured at 492 nm using a spectrophotom-
eter (Biochrom EZ Read 400; Biochrom Ltd, Cambridge, UK).
The percentage reduction in metabolic activity was calculated
using Equation 1:

% reduction = (1 - M)mo (1)
Ab5492 positive control
Treatment was considered to be successful when metabolic
activity fell by >90%.

Regrowth inhibition assay

As described above, Rl was only tested at the lowest con-
centration of ethanol that was most successful at reducing
metabolic activity. Hence, it was decided to add heparin for
those regimens of >2 h of locking only in regrowth assays. When
all therapy regimens (2, 24, 72, and 2 h for 3 days; 2 h for seven
days; 24 h for seven days) had been completed, 100 pL of
medium was added to each well and incubated at 37°C for 24 h
and seven days (the medium was replaced every 24 h). Rl was
also assessed within 24 h and seven days after 2 and 24 h LT on
alternate days for seven days. The results were not satisfactory
(data not shown).

All experiments were performed 24 times for each strain,
and solutions were replaced every 24 h.

Absorbance was measured at 492 nm in a spectrophotom-
eter (Biochrom EZ Read 400), and the percentage Rl was
calculated using Equation 2:

o Abs iti — Abs
% regrowth inhibition = ( 492 positive control 492 treated sample +100

Abs492 positive control

)

Anti-Xa assay

A pool of plasma from patients with normal coagulation
values was collected and frozen at —80°C. Alcohol (ethanol and
isopropanol) solutions of 25%, 40%, and 70% mixed with 60 IU of
heparin were prepared and stored at 37°C for 2, 24, and 72 h.
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Plasma was thawed at room temperature, and 1 mL was
added to each alcohol solution at the time of analysis. A solu-
tion comprising 60 IU of heparin and water was used as a
control.

These mixtures were placed in an automated machine
where anti-Xa reagent (HemosIL® Liquid Anti-Xa) was added
and absorbance was measured at 405 nm. The results of hep-
arin activity were reported as IU/mL.

Data analysis

Data are expressed as mean (SD) percentage reduction in
metabolic activity and mean (SD) percentage RI. Differences
between each therapy group were compared using analysis of
variance and a Dunnett post-hoc test. Statistical significance
was set at P < 0.05.

Results

Reduction in the metabolic activity of biofilms after
ethanol lock therapy

The overall results for each therapy and each micro-
organism are shown in Figure 2.

Solutions containing 25% ethanol were variable between
regimens and micro-organisms. Due to this variability we
considered that solutions of 25% ethanol alone or combined
with 60 IU of heparin were not successful enough in any
regimen or against any micro-organism.

The most successful LT regimen containing the lowest
ethanol concentration was achieved with 40% ethanol alone
against all micro-organisms in each regimen except for
S. aureus in single dose 2 h regimen (P < 0.05). By contrast, 40%
ethanol + 60 IU of heparin was successful only at single dose for
24, 72, and 24 h for seven days continuously (P < 0.05). All
solutions with 70% ethanol, whether alone or in combination
with heparin, reached >90% reduction in metabolic activity
(P < 0.05) (Figure 3). However, no statistically significant dif-
ferences were found between 40% ethanol and 70% ethanol
solutions for the mean (SD) percentage reduction in metabolic
activity (P = 0.08).

Regrowth inhibition

As the lowest concentration of ethanol able to reduce >90%
metabolic activity of bacterial and fungal biofilm was 40%
ethanol alone for 2 h, and 40% ethanol + 60 IU of heparin for
>24 h, only these regimens were tested in the Rl assay, and
only by adding heparin at the treatments of >2 h.

Global mean (SD) percentages of Rl are shown in Table I. The
regimen showing the best percentages of Rl (>66.6%) for all
micro-organisms within 24 h after therapy was 72 h (P > 0.05).
However, none of the regimens reached 45% of Rl within seven
days of therapy (Table I).

Heparin activity

Figure 4 shows values of activity for heparin (IU/mL) when
mixed with 25%, 40%, and 70% ethanol for 0, 2, 24, and 72 h.
There were no statistically significant differences between
25% or 40% ethanol solutions and the control (heparin alone).



2h | | 24h | | 72h | | 2h3d | | 2h7d | | 24h7d

90

80

60 [

50 |-

S. aureus.
S. epidermidis.
E. faecalis.

% Reduction in metabolic activity

30 - C. albicans.

E. coli.
20

Figure 2. Overall results of percentage reduction in metabolic activity after ethanol lock therapy for 24 h biofilms of Staphylococcus aureus ATCC29213, Staphylococcus epi-
dermidis (clinical isolate), Enterococcus faecalis ATCC33186, Candida albicans ATCC14058, and Escherichia coli ATCC25922. 2h3d, 2 h for three days; 2h7d, 2 h for seven days;
24h7d, 24 h for seven days.
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Figure 3. Overall percentage reduction in metabolic activity at
each ethanol concentration. (A) 25%; (B) 40%; (C) 70%. 2h3d, 2 h
for three days; 2h7d, 2 h for seven days; 24h7d, 24 h for seven
days.

However, a reduction of 2 IU/mL in heparin activity was
observed in 70% ethanol solution for all incubation periods.

Discussion

This study demonstrated that an ethanol-based lock solution
containing 40% ethanol 4 60 IU of heparin administered for 72 h
is sufficient for a >90% reduction in the metabolic activity of
biofilm of five of the most common micro-organisms

responsible for CRBSI. However, Rl was not successfully
achieved within seven days after lock therapy.

CRBSI is a major healthcare-associated, biofilm-related
infection, with high morbidity and mortality rates, whose
prevention gives cause for concern throughout the world
[7,22,30—32]. Despite recommendations in guidelines to
remove the catheter when CRBSI is suspected, conservative
management is possible in specific situations where catheter
replacement is more a risk than a benefit [5,10,12,13].

Conservative management of CRBSI is based on the use of
antibiotic/antiseptic lock solutions administered though the
catheter lumen in addition to systemic treatment [10,11].
Consequently, the ready availability and low cost of ethanol
make it an attractive option for LT [33]. Moreover, no resis-
tance to ethanol has been described compared to current
therapies with antibiotics [29,34]. Widely varying success rates
have been reported for prophylactic LT, and many adverse
effects have been described in clinical trials using 70% ethanol
solutions [17,18,35,36]. However, few studies are based on
treatment of CRBSI. Blackwood et al. demonstrated that a
heparin-free 70% ethanol solution reached a catheter salvage
rate of 86.7% in paediatric patients [37]. Valentine et al.
showed a catheter salvage success rate of 92% in a paediatric
population after 17 h of 70% ethanol LT [38]. However, both
studies used 70% ethanol, and adults were not included.

Therefore, it is necessary to find ethanol-based lock solu-
tions that contain concentrations that are as low as possible
but sufficient to reduce biofilm formation. Furthermore, the
addition of an anticoagulant is used to maintain catheter
patency but its compatibility with ethanol is also controversial
[39]. Ours is the first in-vitro study to analyse the effect of 25%,
40%, and 70% ethanol solutions in several regimens for reducing
the metabolic activity of preformed biofilms and to assess the
Rl >24 h of the main micro-organisms responsible for CRBSI.

Hogan et al. showed that >7.5% ethanol solution was the
most effective agent in eradicating S. aureus biofilm compared
with other antiseptic and antibiotic solutions [40]. Qu et al.
reported that 60—80% ethanol killed biofilm cells within 1 min
of exposure in coagulase-negative staphylococci, 40% ethanol
in 1 h, and 20% ethanol in >1 h [41]. By contrast, we found that
25% ethanol was not sufficient to reduce metabolic activity by
>50%. Furthermore, it took 2 h to obtain a >90% reduction in
metabolic activity with 40% ethanol for S. epidermidis, thus
demonstrating that ethanol activity is concentration and time
dependent. We considered that 25% ethanol, both alone and in
combination with heparin, should not be used as lock therapy
owing to its low efficacy and the differences found between in-
vitro studies. Furthermore, compared with positive controls,
we obtained lower rates of reduction in metabolic activity in
S. aureus and S. epidermidis biofilms after exposure to 25%
ethanol solutions both with and without heparin, as reported
elsewhere, possibly because the extracellular matrix of the
biofilm prevents ethanol from diffusing into the inner biofilm
layers, thus decreasing the concentration of ethanol that can
reach these cells [42—45]. We maintain that this sublethal
concentration of disinfectant may be upregulating the ica gene
cluster, as previously reported [42,43,46]. Another phenom-
enon described in the literature is the stimulation of staphy-
lococcal biofilm formation by heparin through promotion of
cell—cell interaction, suggesting that heparin lock alone
should not be the first choice for catheter maintenance [47]. In
line with the hypothesis of Shanks et al., we also observed that
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Regrowth inhibition within 24 h and seven days after 40% ethanol lock therapy, alone and in combination with 60 IU of heparin

Assessment time/micro-organism

% regrowth inhibition

2h

24h 72 h

Single dose

7 days

Single dose 7 days

Within 24 h after therapy
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecalis
Candida albicans
Escherichia coli
Global

Within 7 days after therapy

65.3 (27.0)"
50.3 (19.8)"
72.9 (18.9)™
94.9 (7.1)™

82.0 (24.3)™
73.1 (31.4)™

57.4 (25.6)"
75.6 (12.3)™
73.2 (23.1)
51.6 (23.6)"
31.1 (31.9)

57.8 (29.4)"

91.0 (3.0)™
99.5 (0.9)™
69.2 (14.8)™
100.0 (0.0)™"
19.5 (10.1)"
75.8 (31.4)™

49.1 (27.1)"
75.8 (14.3)™
92.4 (2.8)™
96.9 (1.4)™
14.7 (21.2)°
65.7 (34.8)"

94.6 (5.5)"
70.4 (18.5)™
72.6 (14.6)"™
99.5 (1.1)™
67.0 (23.7)™
77.5 (25.6)""

Staphylococcus aureus 7.8 (10.6)" 8.3 (10.8)" 20.0 (23.0)" 18.7 (19.2)" 12.9 (8.2)
Staphylococcus epidermidis 36.1 (32.3)" 5.1 (14.5)" 32.8 (34.9)" 23.1 (21.5)" 30.1 (21.2)°
Enterococcus faecalis 14.2 (16.5)" 2.8 (7.9) 22.8 (25.5)" 44.1 (25.2)" 21.2 (21.3)°
Candida albicans 4.5 (4.7) 3.1 (3.8)" 7.5 (11.9) 17.9 (8.1) 28.7 (5.4)°
Escherichia coli 8.0 (19.9)" 6.8 (7.2)" 10.9 (19.4)" 16.4 (14.8)" 5.1 (6.6)"
Global 14.1 (21.0) 5.2 (9.4) 18.8 (25.7) 24.4 (21.4)" 19.6 (17.1)"

Regrowth inhibition: *low (<33.3%); **medium (33.4% < X < 66.6%); ***high (>66.7%).

ethanol solution mixed with heparin had lower activity than
ethanol alone [47]. In the case of E. coli, we also observed that
low concentrations of ethanol were not effective in reducing
the metabolic activity of biofilm, mainly because of the stim-
ulation of amyloid biogenesis after exposure to ethanol. Lim
and colleagues observed that, under low concentrations of
ethanol, E. coli was able to upregulate the expression of curli
and increase extracellular amyloid production, thus strength-
ening community structure and survival [48]. To our knowl-
edge, no data have been recorded for treatment of E. faecalis
with ethanol lock solutions, although this micro-organism be-
haves in the same way as C. albicans, where the percentage
reduction achieved is greater with higher ethanol concentra-
tions and longer duration of therapy.

Therefore, despite the many concerns that should be taken
into consideration, our results are similar to those reported in
the literature, where 40% ethanol solutions efficiently killed
bacterial and fungal biofilm. However, lock therapies of >4 h
duration must contain an anticoagulant to maintain catheter
properties and prevent protein precipitation [49]. Here, we
also demonstrated that the combination of 40% ethanol + 60 1U
of heparin has considerable antibiofilm properties, thus making
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Figure 4. Absorbances of anti-Xa assay for heparin (hep) alone
and in combination with 25%, 40%, and 70% ethanol (Et) at 0, 2, 24,
and 72 h of incubation.

it possible to avoid heparin precipitation and the adverse ef-
fects of 70% ethanol.

One of the key points of our study was the battery of
regrowth assays using 40% ethanol solutions. The best RI rate
was obtained within 24 h after a 72 h therapy of 40%
ethanol + 60 IU heparin. However, in this regimen, when Rl was
measured within seven days after therapy, all micro-organisms
regrew and almost 75% of metabolic activity was recovered.
Peters et al. demonstrated that 30% ethanol and 50% ethanol
were needed to completely inhibit regrowth of S. aureus and
C. albicans within 24 h after ethanol therapy [50]. Although
their results agree with ours, we also showed that longer
periods of regrowth enabled micro-organisms to become
metabolically active, because the ability to regrow depends
not only on the strain and the concentration of ethanol, but
also on the duration of therapy and the time left for regrowth.
Based on these results, we hypothesized that the micro-
organisms in this study may have undergone a ‘viable but
non-culturable’ (VBNC) cell phenomenon. VBNC cells are
metabolically inactive cells that become dormant when
exposed to stress and can regrow after a period in nutrient-rich
medium and cause persistent and chronic infections [51—53].
Therefore, although we obtained high percentages of reduc-
tion in metabolic activity, Rl levels were low within seven days
after completion of therapy. VBNC cells represent an important
issue in public health. Currently there are few methods by
which these cells may be detected but they are not imple-
mented in clinical microbiology laboratories [54]. Thus, bac-
teria can still be virulent enough to produce a chronic infection
without being detected. In case of ethanol lock solutions for
CRBSI treatment, we have demonstrated that micro-organisms
in biofilm can enter the VBNC cell state with all the attendant
risks. However, we suggest that 40% ethanol plus heparin
applied as lock solution, each 24 h for three days continuously,
may control the infection. Besides, although not clinically
tested, this solution could be a good choice for the treatment
of CRBSI due its low cost and high efficacy. Moreover, currently
we are testing this solution in clinical strains from patients
suffering from CRBSI.
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The present study is the first to show that, in a wide range of
micro-organisms and in an exhaustive procedure, 40% ethanol
solution combined with 60 IU of heparin for 72 h is promising
and would be a good choice for the treatment of CRBSI. How-
ever, this should be carefully interpreted as there was a high
percentage of regrowth after seven days of finishing the lock
therapy. Moreover, our findings are subject to limitations.
First, although we used a static 96-well plate model, one of the
most popular and successful models for rapid and simultaneous
quantification in many samples, this approach is subject to
considerable biological variation, even between wells, and no
colony-forming unit (cfu) count was performed [55,56]. How-
ever, VBNC cells are not detected by cfu counts and therefore
this method would have not provided any relevant information
to the study. Moreover, 96-well plates are made of poly-
propylene rather than silicone (catheter material), affecting
micro-organism adhesion, biofilm formation, maturation, and
architecture. However, it has been demonstrated that biofilm
adhesion is increased on polypropylene materials compared
with silicone ones [57,58]. Thus, our results showed that even
in high-biofilm-forming materials 40% ethanol and heparin was
able to achieve >90% metabolic reduction.

Second, we studied the antibiofilm activity of ethanol and
heparin against ATCC strains, except for S. epidermidis. How-
ever, testing should also have been performed with a large
collection of clinical strains to corroborate that ethanol would
be at least as good in clinical settings as in ATCC strains.

On the other hand, we only studied the efficacy of ethanol-
based lock therapies in monomicrobial biofilms. For that
reason, although the incidence of polymicrobial CRBSI episodes
is quite low (8.0—17.0%), it would be necessary to assess this
efficacy in polymicrobial biofilms due to the clinical relevance
that they represent, above all polymicrobial biofilms involving
C. albicans [59—61].

Although our results are very promising, and a lock solution
of 40% ethanol combined with 60—IU of heparin maintained for
three days can control the CRBSI to achieve a high percentage
of metabolic reduction, further data on this approach are
necessary.

In conclusion, our in-vitro study showed that a solution for
catheter lock therapy based on 40% ethanol and 60 IU of hep-
arin administered daily for 72 h can almost eradicate the
metabolic activity of bacterial and fungal biofilm without
heparin being inactivated. However, as Rl in this regimen did
not reach 25% within seven days of LT, we consider that future
studies are needed to evaluate the possible presence of non-
metabolically active cells capable of regrowing after the
ethanol lock therapy period and how this phenomenon impacts
clinical settings.
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