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Introduccién

1.1 INFECCION FUNGICA RELACIONADA CON DISPOSITIVOS
BIOMEDICOS

1.1.1 Epidemiologia y patogenia de la infeccion relacionada con dispositivos
biomédicos

Los dispositivos biomédicos implantables como catéteres, prétesis osteoarticulares,
valvulas cardiacas o neuroestimuladores son herramientas esenciales para el tratamiento
de un gran nimero de enfermedades. Su utilizacion, ha permitido mejorar la calidad de
vida de muchos pacientes y reducir la morbi-mortalidad asociada a un gran namero de
patologias. Sin embargo, la utilizacién de estos dispositivos no esta exenta de problemas
ya que pueden verse afectados tanto por fallos mecénicos y estructurales como por
procesos infecciosos asociados a su uso. Se considera que al menos la mitad de todas las
infecciones nosocomiales estan asociadas a dispositivos biomédicos (Kojic y Darouiche
2004). Este tipo de infecciones implican interacciones muy complejas entre la superficie
del biomaterial, el tejido del hospedador y el microorganismo. En 1989, Anthony G.
Gristina acund la frase “carrera por la superficie” para referirse a la importancia de los
procesos bioldgicos que se producen en la superficie de un biomaterial tras ser implantado

y que finalmente deciden el futuro éxito o fracaso del dispositivo (Gristina et al. 1989).

Si los primeros colonizadores de la superficie son células de los tejidos del hospedador
como fibroblastos o células endoteliales, estas migran y cubren la superficie, formando
un tejido conectivo que integra y protege al dispositivo. Sin embargo, si los primeros
colonizadores de la superficie son microorganismos, se desarrolla una comunidad
biolégica estructurada denominada biopelicula microbiana, la cual se autorregula
mediante moléculas de quorum sensing y crece embebida en una matriz extracelular que
la aisla del medio externo y la protege del sistema inmune del hospedador. Esta matriz
extracelular impide hasta cierto punto la difusion de los antimicrobianos al interior de la
biopelicula (Valentin et al. 2012), dificultando su erradicacion y desencadenando un
proceso infeccioso cuyo tratamiento eficaz pasa en la mayoria de ocasiones por la retirada

del dispositivo.

El National Institute of Healh de Estados Unidos considera que las biopeliculas

microbianas estan implicadas en alrededor del 80% de las infecciones que se producen en
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Introduccion

la actualidad (Nobile y Johnson 2015). La mayor parte de las infecciones relacionadas
con dispositivos biomédicos estan causadas por bacterias, siendo especialmente frecuente
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa
negativos (Del Pozo JL. Patel 2009). Esto es debido a que la mayor parte de los
dispositivos se contaminan con microorganismos procedentes de la microbiota cutanea
del propio paciente o del personal sanitario, ya sea durante el proceso de insercion o tras
la incorrecta manipulacion de los mismos en el caso de algunos dispositivos

intravasculares (Trampuz y Widmer 2006).

Sin embargo, en los ultimos afos, ciertos factores como el uso de tratamientos
antibidticos de amplio espectro, unido al mayor ndmero de pacientes
inmunocomprometidos, sometidos a intervenciones quirurgicas complejas y a largos
periodos de estancia en unidades de criticos, han dado lugar a un aumento en la
colonizacion de piel y mucosas por parte de hongos, siendo especialmente frecuente las
levaduras del género Candida spp.

El estudio sobre la prevalencia de la infeccion en unidades de criticos (EPIC 1),
llevado a cabo en 1265 unidades de criticos de 76 paises mostr6 que Candida spp. es el
tercer patdgeno en frecuencia en unidades de criticos (17%). después de S. aureus
(20.5%) y Pseudomonas aeruginosa (19.9%) (Vincent etal. 2009). La colonizacion
multifocal por Candida spp. es el primer paso para el desarrollo de una posterior
candidiasis invasiva, un proceso infeccioso que ha experimentado un incremento notable
en frecuencia y en gravedad en los ultimos afios (Peman y Salavert 2012). Gran parte de
estos estudios han identificado la presencia de dispositivos biomédicos, especialmente
cardiovasculares y genitourinarios, como factor de riesgo para el desarrollo de una

infeccion por Candida spp. (Peman et al. 2013).

Los resultados del estudio prospectivo nacional sobre candidemia, realizado en 29
hospitales espafioles en 2010 y 2011 (CANDIPOP) registr6 un total de 752 episodios, lo
que supone una incidencia de 10.4 episodios por cada 10° habitantes y afio siendo Candida
albicans la especie mas frecuente (45,4%), seguida de Candida parapsilosis (24,9%),
Candida glabrata (13,4%), Candida tropicalis (7,7%), Candida krusei (2,0%) (Puig-
Asensio et al. 2014). Por su parte, el estudio equivalente francés AmarCAND registro una

mortalidad global del 52.9% (Leroy et al. 2009). En los ultimos afios se ha observado la
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Introduccién

emergencia de nuevas especies con sensibilidad disminuida a mas de una familia de
antifungicos. Recientemente se han reportado en Espafia los primeros casos de infeccion
nosocomial causados por la levadura multirresistente Candida auris (Ruiz Gaitan et al.
2017).

Candida spp. también es capaz de formar biopeliculas sobre la superficie de multiples
dispositivos biomédicos. Esta biopelicula se desarrolla de manera similar a la biopelicula
bacteriana con la particularidad de que en su estructura coexisten las diferentes formas de
desarrollo del hongo, tanto blastosporas, pseudohifas e hifas verdaderas (Nobile y
Johnson 2015). Aunque la incidencia de infeccion candidiasica asociada a dispositivos es
mucho menor en comparacion con las infecciones bacterianas, estas conllevan una mayor

mortalidad y afectan especialmente a pacientes con un deterioro del sistema inmune.

1.1.2 Infeccidn fangica relacionada con catéter venoso central de larga duracion.

Los catéteres venosos centrales de larga duracion son dispositivos vasculares
implantados mediante un procedimiento quirdrgico o percutdneo y cuya duracion es
superior a los 14 dias. El riesgo de sepsis asociada a este tipo de dispositivos, se
incrementa con el tiempo de cateterizacion, la incorrecta manipulacion de las conexiones,
la localizacion del catéter (femoral), la administracion de nutricion parenteral y la
inmunosupresion del paciente debido a una neutropenia, enfermedad hematologica o
tratamiento quimioterapico. Los microorganismos que con mayor frecuencia causan
infecciones relacionadas con catéteres venososos centrales de larga duracion son los
estafilococos coagulasa negativos, seguidos de S. aureus, enterobacterias, Pseudomonas

spp. y Candida spp. (Bustos et al. 2014).

En Espaiia, el uso de catéteres venosos centrales se ha incrementado de manera
significativa en los ultimos afios. La incidencia de bacteriemia relacionada con catéter en
el estudio nacional de infeccion nosocomial en unidades de criticos (ENVIN-UCI) fue de
5 episodios por cada 1.000 dias de catéter (Alvarez-Lerma et al. 2007). Algunos autores
han observado que hasta el 89% de los pacientes diagnosticados de candidemia portaban
un cateter venoso central (Almirante et al. 2005). Las especies de Candida presentes en
la piel cercana al punto de insercién del catéter colonizan la zona intraluminal del mismo

formando una biopelicula que facilita la posterior diseminacion hematégena del
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microorganismo (Ramage etal. 2006). Ademas, la administracion de alimentacion
parenteral a través de estos dispositivos ofrece una ventaja selectiva para el hongo, debido
a la presencia de glucosa y otros nutrientes en el lumen del mismo (Crump y Collignon
2000).

El diagndstico de una candidemia asociada a catéter puede realizarse de manera
conservadora, lo cual tiene especial sentido en los catéteres venoso centrales de larga
duracion. La obtencion de sangre para hemocultivo, extraida en paralelo de vena
periférica y del catéter permite discernir si el dispositivo es el foco de la infeccion ya que
el fundamento de la técnica radica en demostrar que el nimero de ufc/ml de sangre
extraida del catéter es mayor que el nimero de ufc/ml de sangre extraida de vena
periférica. Los hemocultivos convencionales basados en la velocidad de crecimiento de
los microorganismos como el BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, USA) o el BACTEC™
(Becton Dickinson, USA) poseen ciertas desventajas en la deteccion de Candida spp. en
sangre debido sobre todo a la reducida velocidad de crecimiento de las levaduras. Méas
del 50% de los hemocultivos realizados mediante estas técnicas poseen un tiempo de
deteccidn superior a las 36 horas (Nunes et al. 2013). En los ultimos afios, la utilizacién
de la espectrometria de masas mediante la tecnologia MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time-of-Fligh) ha permitido reducir de manera significativa
el tiempo de respuesta en la identificacion microbiana. Estudios recientes han utilizado la
espectrometria de masas MALDI-TOF para la identificacion de Candida spp.
directamente desde frasco de hemocultivo y han logrado la identificacién correcta del
95.9% de C. albicans y el 86.5% de las Candida no albicans, en 30 minutos tras la

positivizacion del mismo (Spanu et al. 2012).

En la actualidad, comienzan a estar disponibles nuevos sistemas que permiten la
deteccion directa de Candida spp. en sangre obtenida mediante venopuncion y de catéter,
sin necesidad de realizar un hemocultivo. Uno de ellos, el T2 Candida® (T2 Biosystems,
Lexington, EE. UU), es un sistema automatizado que basa su funcionamiento en la
combinacion de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos y resonancia magnética
nuclear. Esta técnica permite detectar hasta 1 ufc/ml de levadura en apenas 3 a 4 horas y
posee unos valores de sensibilidad y especificidad superiores al 95% (Neely et al. 2013).

El sistema reduce en mas de 60 horas el tiempo actualmente necesario para detectar la
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presencia de Candida spp. en sangre mediante los sistemas convencionales de
hemocultivo. (Beyda et al. 2013).

Ante la sospecha de una infeccion asociada a catéter, la Infectious Diseases Society
of America recomienda iniciar tratamiento antifingico empirico siempre que se trate de
un paciente con alguno de los siguientes factores de riesgo: nutricion parenteral,
prolongado tratamiento antibidtico de amplio espectro, enfermedad hematologica,
receptor de trasplante de médula u 6rgano sdélido, cateterizacion femoral o colonizacion
multifocal por Candida spp. (Mermel et al. 2009). Estas guias recomiendan la utilizacion
de equinocandinas de manera empirica y solo recomiendan utilizar fluconazol en
pacientes sin exposicion previa a este antiflngico en los Gltimos 3 meses e ingresados en

unidades con bajo riesgo de infeccion por C. krusei o C. glabrata.

La estrategia de sellado antimicrobiano es una técnica mediante la cual se instila en
el interior del catéter 2 - 5 mL de una solucion concentrada de antibiotico con el objetivo
de exponer la superficie interior del mismo a altas concentraciones de antimicrobiano,
con el objetivo de erradicar los microorganismos adheridos en la superficie interior y
esterilizar el biomaterial. Por norma general, la solucion de sellado contiene el antibiotico
a una concentracién al menos 1.000 veces superior a la concentracion minima inhibitoria
para ese antibidtico y microorganismo en particular. La tasa de éxito del tratamiento de
la bacteriemia relacionada con catéter venoso central, mediante la combinacién de
tratamiento sistémico y sellado antibidtico, se sitla en valores cercanos al 70 - 80% en el
caso de los estafilococos coagulasa negativos.

Sin embargo, en la actualidad no existen estrategias de sellado antifungico que
permitan realizar un manejo conservador de la candidemia asociada a catéter y la mayor
parte de las guias clinicas coinciden en recomendar la retirada del dispositivo cuando la
infeccion esta causada por Candida spp. tanto en candidemias complicadas (sepsis grave,
tromboflebitis, endocarditis etc.) como no complicadas. Disponer de una estrategia de
sellado antifungico para catéteres venosos centrales puede ser de gran ayuda,
especialmente en aquellos pacientes con trombocitopenia severa o algin tipo de
coagulopatia, que requieren de un acceso venoso central para la administracion de
medicacion o alimentacion parenteral y en los cuales la retirada e insercion de una nueva

via central puede conllevar numerosos problemas.
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En los ultimos afos, se ha incrementado el nimero de estudios in vitro, modelos
animales y series clinicas que evaltan la eficacia de diversas estrategias de sellado
antifungico de catéter venoso central (Bouza et al. 2014). Diversos autores coinciden en
concluir que los azoles poseen una actividad limitada sobre la biopelicula de Candida
spp. Yy se ha sugerido que la resistencia de la biopelicula a esta familia de antifungicos
estd mediada por la hiperexpresion de bombas de expulsion activa (Ramage et al. 2002a).
Por su parte, anfotericina B y las equinocandinas han demostrado ser eficaces sobre la
biopelicula de C. albicans, la exposicion a estos antifingicos en un rango amplio de
concentraciones no ha logrado la erradicacion completa de la biopelicula y algunos
autores han sugerido que este hecho podria estar relacionado con la presencia de células
latentes con actividad metabdlica disminuida o persisters (Kuhn et al. 2002b).

La combinacién de antifungicos con otras moléculas como anticoagulantes,
antibiodticos, o moléculas inhibidoras del quorum sensing se ha planteado como estrategia
para incrementar la accién de los antifungicos sobre la biopelicula de Candida spp. Estas
moléculas han demostrado su eficacia sobre biopeliculas bacterianas y existen pocos
estudios que avalen su utilizacion sobre la biopelicula fungica. (Walraven y Lee 2013).
Percival y cols. obtuvieron una reduccién significativa de la biopelicula de C. albicans en
presencia de EDTA una concentracion de 40.000 mg/L (Percival et al. 2005). Por su parte,
Del Pozo y cols. observaron un efecto sinérgico en la combinacién de anfotericina B con

rifampicina sobre biopeliculas de Candida spp. (Del Pozo et al. 2011).

Algunos estudios han utilizado el modelo animal de infeccion asociada a catéter en
raton para estudiar la eficacia in vivo del sellado antifungico. Schinabeck y cols. evaluaron
la actividad de soluciones de sellado de anfotericina B liposomal y fluconazol, sobre la
biopelicula de C. albicans, ambos a una concentracion de 10.000 mg/L y aplicados 8
horas diarias durante 7 dias. Estos autores obtuvieron una tasa de rescate del catéter del
100% en el caso de la anfotericina B liposomal, sin embargo, solo alcanzaron un 28% con
fluconazol (Schinabeck etal. 2004). Shuford y cols. estudiaron la eficacia de
caspofungina a 6.670 mg/L, también sobre la biopelicula de C. albicans y obtuvieron una
tasa de rescate del catéter del 100% (Shuford et al. 2006).

Estudios previos han descrito el uso de soluciones de sellado in vivo para el rescate

de catéteres en pacientes cuya situacion clinica no permitia el recambio del dispositivo.
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DiMondi y cols. utilizaron una solucién de sellado de anfotericina B liposomal durante 6
dias para el sellado de un catéter de hemodilisis, combinada con micafungina intravenosa
en un paciente con maltiples episodios de fungemia por C. albicans y cuya vasculopatia
impedia la retirada o recambio del dispositivo. Los autores desescalaron finalmente a
fluconazol oral y el catéter pudo ser nuevamente utilizado para la hemodialisis (Paul
Dimondi et al. 2014).

Recientemente, un estudio piloto prospectivo ha evaluado el uso de una solucion de
sellado de anfotericina B liposomal a 2.000 mg/L instalada en el catéter entre 8 y 12 horas
diarias durante 14 dias y combinada con tratamiento sistémico en 12 pacientes con
fungemias por C. albicans, C. parpasilosis y C. glabrata entre otras especies. En este
estudio, la variable principal de valoracion, definida como 2 dias consecutivos con
cultivos negativos tras 5 dias de sellado antifungico, se alcanzo6 en el 77% de los casos
(McGhee et al. 2016).

1.1.3 Infeccidn fangica relacionada con proétesis osteoarticulares

Las protesis osteoarticulares restauran la funcion de las articulaciones y con ello
favorecen la independencia y la calidad de vida de los pacientes. Durante el afio 2010, en
Estados Unidos se implantaron un total de 332.000 protesis de cadera y 719.000 protesis
de rodilla, con una incidencia de infeccion protésica de entre el 2 y el 2,4% (Tande y Patel
2014) (Kurtz et al. 2012). En Espafia, la incidencia de infeccion de proétesis de cadera 'y
rodilla entre los afios 2001 y 2005 fue del 1,86 y 1,62% respectivamente (Rodriguez-Bafio
et al. 2008). A estas cifras hay que unir el gran nimero de prétesis de codo, hombro y
tobillo que también son implantadas diariamente en todo el mundo, ademas de los
materiales de osteosintesis. En mas de un 60% de los casos, el origen de la infeccién
protésica se encuentra en la contaminacion del sitio quirdrgico por microorganismos
procedentes de la microbiota epitelial del paciente o del personal sanitario (Barberan
2006). En menor medida, también se puede producir una inoculacién de microorganismos
en la articulacion debido a una diseminacion hematdgena desde un foco distante. Los
microorganismos Gram positivos como S. aureus, S. epidermidis, Corynebacterium spp.
y Propionibacterium spp. son los microorganismos implicados con mayor frecuencia en

las infecciones protésicas.
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Los hongos son patdgenos poco frecuentes en este tipo de infecciones y se considera
que causan menos del 1% de las mismas, siendo C. albicans y C. parapsilosis los méas
frecuentemente implicados (Azzam et al. 2009). Sin embargo, es posible que esta cifra
esté subestimada ya que en algunos estudios, el aislamiento de una levadura en liquido

articular se interpretd incorrectamente como una contaminacion (Kuiper et al. 2013).

La infeccion de protesis articular puede clasificarse en cuatro categorias: infeccion
postquirurgica precoz, infeccion hematdgena aguda, cultivos intraoperatorios positivos y
la infeccién crénica tardia. El tratamiento de la infeccion postquirdrgica precoz y
hematogena aguda puede realizarse con desbridamiento quirdrgico y retencion del
dispositivo acompafiado de tratamiento antimicrobiano durante 8 semanas, siempre que
este no es encuentre aflojado y no exista una afectacion significativa del tejido
periprotésico. Sin embargo, en el caso de la infeccion cronica tardia y los cultivos
intraoperatorios positivos, es necesaria la retirada del dispositivo en uno o dos tiempos y
el tratamiento antimicrobiano durante 6 semanas (Ariza et al. 2008).

En el caso de la infeccion protésica de origen fungico, la Infectious Diseases Society
of America recomienda la retirada del dispositivo y algunos autores sugieren la
realizacion de recambio protésico en dos tiempos, el desbridamiento quirurgico, la
utilizacion de cementos espaciadores con antifungicos y el tratamiento sistémico con
anfotericina B o fluconazol durante las 6 semanas posteriores a la reimplantacion (Kuiper
et al. 2013) (Osmon et al. 2013) (Wang et al. 2015). Durante la cirugia, se toman muestras
de tejido periprotésico que contengan signos evidentes de inflamacion para estudio
microbioldgico e histopatoldgico. Ademas, el dispositivo retirado se estudia mediante
cultivo tras sonicacién, un procedimiento que aumenta de manera significativa la

sensibilidad del mismo (Trampuz et al. 2007).

El proceso de sonicacidn consiste en la generacion de ultrasonidos que dan lugar a
cavitaciones y micro-burbujas en el fluido las cuales producen un efecto vibratorio sobre
la superficie del biomaterial. De esta manera, se facilita la liberacion de los
microorganismos adheridos a la superficie, aumentando de manera considerable la
sensibilidad del cultivo cuantificado del caldo tras sonicacion. Estudios previos han
comparado los resultados obtenidos mediante cultivo del tejido periprotésico y cultivo de

la protesis tras sonicacion, observando una sensibilidad del 60,8% y del 78,5% y una
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especificidad del 99,2% y 99,8% respectivamente. Sin embargo, cuando se trataba de
pacientes sometidos a tratamiento antibiotico previo, la sensibilidad era de 45% y 75%
respectivamente (Trampuz et al. 2007).

La escasa incidencia de la infeccidn protésica por Candida spp. ha impedido que los
distintos estudios puedan obtener conclusiones validas en relacion con la eficacia de la
técnica como herramienta diagnostica de la infeccion fungica. El caldo obtenido tras
sonicacion y el liquido sinovial extraido de la articulacién pueden ser inoculados en
frascos de hemocultivo que contengan agentes quelantes de antimicrobianos. De esta
forma, se aumenta la sensibilidad y especificidad del cultivo, especialmente en pacientes
que han recibido algun tipo de tratamiento o profilaxis previa a la cirugia. Mediante esta
técnica, se han podido detectar el 72% de los patdgenos bacterianos tras un dia de
incubacion (Portillo et al. 2015), sin embargo, una vez mas, la metodologia no ha sido
estudiada en profundidad para levaduras. En los Gltimos afios, algunos autores han
propuesto la realizacién de PCR multiplex del caldo tras sonicacion, las cuales incluyen

oligonucledtidos para la identificacion de Candida spp. (Portillo et al. 2012).

1.1.4 Infeccidn fangica relacionada con prétesis valvulares

Las protesis valvulares son dispositivos indispensables para el tratamiento de un gran
namero de valvulopatias. La endocarditis infecciosa afecta a un 3% de los pacientes con
enfermedad valvular, de los cuales un 74% se desarrolla sobre valvula nativa y un 26%

sobre prétesis valvular (Tornos et al. 2005).

La endocarditis sobre valvula protésica de desarrollo tardio es la mas frecuente y se
asemeja a la endocarditis sobre valvula nativa, ya que los microorganismos alcanzan la
valvula por diseminacion hematdgena tras manipulacion dental, gastrointestinal o
genitourinaria, aislandose con mayor frecuencia S. aureus, seguido de los estreptococos
del grupo viridans. La endocarditis sobre valvula protésica de desarrollo precoz es menos
frecuente y se desarrolla tras una contaminacion del dispositivo durante el acto quirurgico,
siendo los microorganismos maés frecuentes los estafilococos coagulasa negativos y S.
aureus. Los pacientes con candidemia poseen un riesgo elevado de desarrollo de
endocarditis sobre la valvula protésica, la cual debe sospecharse en presencia de

hemocultivos negativos, vegetaciones voluminosas e infeccion metastasica vy
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perivalvular. C. albicans seguida de C. glabrata y C. parapsilosis son las responsables

de la mayor parte de los episodios descritos en la bibliografia (Kojic y Darouiche 2004).

La mortalidad asociada a la endocarditis protésica de origen fangico es alta, y esta
comprendida entre 37% Yy el 72% segun los estudios realizados (Lefort et al. 2012) (Ellis
et al. 2001). La observacién de vegetaciones y otras alteraciones estructurales sobre las
valvulas protésicas mediante la realizacion de ecocardiografia transesofégica posibilita
un diagndstico temprano y por tanto influye favorablemente en la supervivencia del
paciente. Disponer de una confirmacién microbiol6gica mediante aislamiento del hongo
en sangre en esencial para asegurar el diagnostico y las guias actuales recomiendan la
extraccion de tres hemocultivos. Aunque la técnica posee una sensibilidad del 90% para
la deteccion de patdgenos bacterianos (Beynon et al. 2006), esta se reduce hasta valores

cercanos al 50% en el caso de Candida spp (Ellis et al. 2001).

Algunos autores han propuesto la utilizacion de técnicas de biologia molecular para
la deteccion de Candida spp. como el sistema LightCycler® SeptiFast (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) o el uso de marcadores seroldgicos como los
anticuerpos anti-manano y los antigenos de manano y B-1,3-glucano para la mejora del

diagnostico microbioldgico de esta infeccion (Lefort et al. 2012).

Las guias clinicas de la European Society of Cardiology recomiendan la utilizacion
de voriconazol, combinado con anfotericina B liposomal o una equinocandina,
acompafiado del reemplazo quirdrgico de la valvula (Habib et al. 2015). Aunque las
equinocandinas estan siendo ampliamente utilizadas para el tratamiento de la candidemia
no existen ensayos clinicos controlados que hayan evaluado la eficacia de estas en el
tratamiento de la endocarditis de origen fungico. Baddley y cols. han reportado el uso de
caspofungina tanto en monoterapia como en tratamiento combinado con anfotericina B
liposomal en el contexto de endocarditis sobre valvula protésica causada por C. albicans

y otras especies como C. parapsilosis y C. glabrata (Baddley et al. 2008).
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1.1.5 Infeccion fangica relacionada con dispositivos de drenaje de liquido
cefalorraquideo

Los dispositivos de drenaje de liquido cefalorraquideo son fundamentales para el
tratamiento de la hipertension intracraneal y su implantacion es uno de los procedimientos
neuroquirdrgicos mas habituales en el mundo. Las infecciones relacionadas con estas
derivaciones afectan aproximadamente al 5% de los dispositivos implantados y provocan
alrededor del 50% de las meningitis nosocomiales en adultos (Jiménez-Mejias y Garcia-
Cabrera 2008). La contaminacion del dispositivo se produce principalmente durante el
acto quirdrgico de insercion, aunque las derivaciones ventriculo-peritoneales pueden ser
colonizadas por parte de la microbiota fecal tras la perforacion de un asa intestinal. Los
estafilococos son los microrganismos mas comdnmente involucrados en estas
infecciones, seguidos de Corynebacterium spp., Propionibacterium spp. y bacilos Gram

negativos.

La incidencia de la infeccion fangica puede llegar al 17% siendo C. albicans y C.
tropicalis las especies aisladas con mayor frecuencia (Kojic y Darouiche 2004). El riesgo
de colonizacion del dispositivo y posterior desarrollo de una meningitis se ve
incrementado cuando se trata de pacientes inmunocomprometidos y sometidos a

tratamiento antibidtico de amplio espectro.

La administracion intravenosa de anfotericina B liposomal es la eleccion terapéutica
recomendada, sin embargo, estudios recientes han evaluado la eficacia de las
equinocandinas para el tratamiento de estas infecciones. Jans y cols. utilizaron
caspofungina para el tratamiento de una meningitis por C. albicans asociada a drenaje
ventriculoperitoneal con resultados favorables (Jans et al. 2013). Aunque se considera
indispensable la retirada del dispositivo para controlar la infeccion, recientemente,
algunos autores han reportado la eficacia de una solucion de sellado antifungico del
drenaje utilizando micafungina a una concentracion de 1.500 mg/L (Auriti et al. 2016).

1.2 BIOPELICULA DE CANDIDA SPP.

Candida spp. es capaz de adherirse y desarrollar una biopelicula sobre un gran nimero

de superficies, tanto materiales inertes como tejidos vivos. La formacion de esta
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comunidad bioldgica comprende cuatro principales estadios temporales que guardan

similitud con los que acontecen en la formacion de la biopelicula bacteriana (Figura 1.1).

En una primera fase, las blastosporas de Candida spp. contactan con una superficie y
se adhieren a ella, reclutando nuevas células planctonicas hacia la superficie recién
colonizada e iniciando un proceso de proliferacion celular desde las capas basales
inicialmente adheridas (Nobile y Johnson 2015). Estudios previos con modelos in vitro
en agitacion han observado que la duracion de esta primera parte comprende un periodo
de aproximadamente 12 horas, tras las cuales se pueden observar agregados celulares

sobre la superficie colonizada (Chandra et al. 2001a).

En una segunda fase, comienza el desarrollo de pseudohifas e hifas verdaderas
acompariado de un intenso proceso de biosintesis de la matriz polimérica extracelular rica
en carbohidratos y proteinas cuya composicién varia segun las especies. De esta forma,
alrededor de 20 a 24 horas después de la adhesion de las primeras células se obtiene una
biopelicula madura, que continuara sintetizando nueva matriz extracelular y dispersando

células planctdnicas que intentaran colonizar nuevas superficies (Ramage et al. 2001a).
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Figura 1.1. Representacion esquematica del desarrollo de la biopelicula de C. albicans.
Tomado de Nobile y cols. (Nobile y Johnson 2015)
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La mayor parte de los estudios relacionados con la biopelicula de Candida spp. han
sido realizados sobre C. albicans y se desconoce en gran medida el proceso de formacion
de la biopelicula de otras especies. Es de especial interés tener en cuenta que existen
especies como C. krusei y C. glabrata que son incapaces producir pseudomicelio. Esta
caracteristica puede influir de manera notable en la citoarquitectura o en la composicién
de la biopelicula, generando diferencias significativas con respecto al modelo de
formacion de la biopelicula de C. albicans que se ha descrito.

1.2.1 Mecanismos de adhesion de Candida spp. a superficies inertes

Un elemento que juega un papel fundamental en la adherencia de un microorganismo
a una superficie es el equilibrio termodinamico que existe entre las energias superficiales
del biomaterial, la célula microbianay el medio liquido que rodea a ambos. Normalmente,
la energia superficial de un microorganismo es menor que la energia superficial del
liquido en el cual estd inmerso. Esta diferencia provoca que las células microbianas se
adhieran preferentemente a materiales hidrofobos, los cuales poseen los valores mas bajos
de energia superficial dentro de esta triple interaccion (Tuson y Weibel 2013). Estudios
previos, realizados con C. albicans y C. parapsilosis, han observado que los aislados méas
hidrofobos, que poseen por tanto menor energia superficial, son los que presentan una
mayor capacidad de adherencia en una gran variedad de tejidos y superficies (Gallardo-
Moreno et al. 2002) (Masuoka y Hazen 2004).

C. albicans es capaz de regular el grado de hidrofobicidad celular superficial mediante
la modificacion de la composicién y conformacion espacial de las fibrillas de
manoproteinas presentes en la superficie de su pared celular, la cual se ve modificada a
lo largo de las distintas fases de crecimiento y desarrollo del microorganismo. Por una
parte, las manoproteinas de las células hidréfobas poseen mayor concentracion de
fosfolipomananos (Masuoka y Hazen 2004) y, por otra parte, su conformacién en la
superficie de las celulas hidréfobas es corta y agregada mientras que en las células
hidrofilas son largas y estan espaciadas uniformemente (Hazen y Hazen 1992) (Trinel
et al. 1993). El grado de hidrofobicidad celular superficial varia también segun la especie
de Candida estudiada. C. tropicalis es la especie mas hidrofoba seguida de C.

parapsilosis, C. glabrata y C. albicans (Silva-Dias et al. 2015).
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Candida spp. dispone de mecanismos especificos de adherencia que le permiten el
anclaje a receptores organicos e inorgénicos presentes en el sustrato. Se han descrito
maltiples adhesinas implicadas en la adherencia de C. albicans como pueden ser las
proteinas con secuencia tipo aglutinina Alsl y Als3, las cuales poseen dominios
hidrofobos ricos en aminoacidos serina-treonina y forman agregados que favorecen la
aglutinacion de las células fungicas (Liu y Filler 2011) (Otoo et al. 2008). También se
han descrito otras adhesinas como la proteina asociada a la pared de la hifa Hwpl, la
proteina de adherencia aumentada a poliestireno Eapl y la proteina relacionada con la

hidrofobicidad celular superficial Cshl (Modrzewska y Kurnatowski 2015).

Existen pocos estudios relacionados con la identificacion de adhesinas en otras
especies del género Candida. Se han descrito algunas proteinas con secuencias similares
a las Als de C. albicans, como pueden ser la lectina dependiente de calcio Epalp en C.
glabrata y la proteina con anclaje a glicosilfosfatidilinositol Pga30 en C. parapsilosis
(Silva et al. 2012).

1.2.2 Crecimiento y maduracién de la biopelicula de Candida spp.

El desarrollo de la biopelicula de Candida spp. conlleva un intenso proceso de
biosintesis de una matriz extracelular rica en carbohidratos y proteinas. Estudios previos
han observado que la matriz extracelular de C. albicans esta compuesta principalmente
de carbohidratos (39.6%), especialmente glucosa (32.2%) aunque también es posible
encontrar pequefias cantidades de proteinas (5%), hexosaminas (3.3%), fosforo (0.5%) y
acido urdnico (0.1%) (Al-Fattani y Douglas 2006). Las moléculas de glucosa se
encuentran formando principalmente p-1,3-glucano, el cual es no solo el componente
fundamental de la pared celular sino también el carbohidrato mas abundante de la matriz

extracelular.

Estudios previos han observado la presencia de ADN extracelular formando parte de
la matriz de la biopelicula de Candida spp. Aunque algunos autores han sugerido que este
material genético es liberado tras la muerte celular fruto de la escasez de nutrientes en el
interior de la biopelicula (Martins et al. 2010), existen estudios que ponen de manifiesto

su importancia en determinadas especies. Al-Fattani y cols. observaron que el tratamiento

30



Introduccién

con DNasa | no afecta la biopelicula de C. tropicalis, sin embargo, provoca la

desestructuracion de la biopelicula de C. albicans (Al-Fattani y Douglas 2006).

La composicién de la matriz extracelular puede variar segun especies. C. tropicalis
posee una matriz formada principalmente por hexosaminas (27.4%) con pequefas
cantidades de carbohidratos (3.3%) y proteinas (3.3%) de manera tal que la glucosa
(0.5%) es un componente minoritario (Al-Fattani y Douglas 2006). Las hexosaminas
presentes en la matriz de C. tropicalis se encuentran formando un polisacarido p-1,6
resistente a quitinasa, el cual también esta presente en otras biopeliculas como la de S.
epidermidis. C. parapsilosis también desarrolla una biopelicula con abundantes
carbohidratos mientras que C. glabrata se caracteriza por desarrollar una biopelicula rica
en proteinas (Silva et al. 2009).

La biopelicula madura es una compleja red de microcolonias y canales de agua cuya
citoarquitectura presenta diferencias significativas entre especies. C. albicans muestra
organizacion bifésica, con una capa de blastosporas adheridas al biomaterial, que posee
una profundidad de una o dos células, las cuales se encuentran metabdlicamente activas.
Estas células basales estan cubiertas por una fina capa de matriz extracelular libre de
células y consistente en un denso agregado de B-1,3-glucano similar a la pared celular.
Por encima se sitla una capa de abundantes hifas inmersas en matriz extracelular, las
cuales también se encuentran metabdlicamente activas (Chandra et al. 2001a) (Kuhn et al.
2002a).

Estudios previos relacionados con la citoarquitectura de las biopeliculas de otras
especies del género Candida muestran una gran heterogeneidad estructural, que varia
segun el aislado en estudio y el biomaterial que actia como sustrato. En general, C.
glabrata muestra una biopelicula formada exclusivamente por blastosporas que se
constituyen en capas de varias células de profundidad, intimamente unidas, formando
agregados. C. parapsilosis y C. tropicalis muestran una biopelicula bifasica, con capas
basales de blastosporas que pueden estar ausentes en algunos aislados e hifas en mayor o

menor proporcion que se muestran en forma de largos filamentos (Silva et al. 2009).
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1.2.3 Regulacion del desarrollo de la biopelicula de Candida spp.

A medida que la biopelicula de Candida spp. crece, el aumento del nimero de células
presentes en su interior puede poner en riesgo el desarrollo de la comunidad bioldgica,
debido a la escasez de nutrientes fundamentales para continuar su crecimiento. En estas
situaciones de sobrepoblacion, se produce un aumento significativo en la sintesis y
liberacion de moléculas implicadas en la autorregulacion de la densidad celular mediante

mecanismos de percepcion del quérum (quorum sensing) (Hogan 2006).

El Farnesol es un sesquiterpeno aciclico que posee un importante papel en el control
de la transicion morfoldgica levadura — micelio y ha sido descrito como la principal
molécula de quorum sensing en C. albicans. En presencia de alta densidad celular, se
produce un aumento de la concentracion de Farnesol en el interior de la biopelicula, cuya
consecuencia directa es la inhibicion de la transicion dimoérfica de blastospora a hifa la
cual es un proceso fundamental en la morfogénesis de la biopelicula de C. albicans
(Ramage et al. 2002b). La accién del Farnesol desencadena la desestructuracion de la
biopelicula y la liberacion de nuevas células plancténicas que intentaran colonizar nuevas
superficies. Farnesol actla sobre genes reguladores implicados en la formacién de la hifa,
como pueden ser el correpresor Tupl y el factor de transcripcion Efgl ademas de afectar
la expresion de adhesinas como Cshl, implicada en la adherencia y formacion de la
biopelicula (Cao et al. 2005). Ademas, estudios recientes han observado que el Farnesol
posee capacidad para inducir la apoptosis en C. albicans (Shirtliff et al. 2009). También
es producido por otras especies del género Candida como C. parapsilosis, C. tropicalis y
C. glabrata, sin embargo, la concentracién alcanzada en estas especies es mucho menor
que en C. albicans (Weber et al. 2008).

El Tirosol es un derivado del alcohol fenetilico que también esta implicado en la
regulacion de la transicion levadura-micelio y ha demostrado tener propiedades como
molécula de quorum sensing en C. albicans, especialmente en etapas mas tempranas del
desarrollo de la biopelicula, durante las cuales, al contrario que el Farnesol, estimula la
transicion dimorfica de blastospora a hifa, favoreciendo la formacion de la biopelicula
(Alem et al. 2006). Estudios previos han observado que la produccion de Tirosol es
elevada en C. tropicalis y en menor medida también es producido por C. parapsilosis y
C. glabrata (Cremer et al. 1999).
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1.2.4 Resistencia de la biopelicula de Candida spp. a los antifungicos

Es ampliamente reconocido por la comunidad cientifica que las biopeliculas muestran
una mayor resistencia a los antimicrobianos. Estudios previos, han observado que la
actividad de los antifingicos sobre una biopelicula de Candida spp. puede llegar a ser
hasta 2.000 veces menor en comparacion con la actividad de los mismos sobre Candida
spp. en fase de crecimiento planctonico (Hawser y Douglas 1995). La resistencia
antifangica de la biopelicula de Candida spp. es de origen multifactorial y puede ser
explicada por diversos mecanismos segun la especie, el antifangico implicado y la fase
de maduracion de la biopelicula. En la actualidad, se consideran como principales
mecanismos de resistencia 1) la presencia de persisters o células en estado latente con
actividad metabdlica reducida, 2) la respuesta adaptativa frente a un estrés ambiental
mediante bombas de expulsion activa 0 mecanismos de impermeabilidad, 3) el efecto
indculo fruto de la elevada densidad celular en el interior de la biopelicula y 4) la limitada

difusion de los antifungicos a través de la matriz extracelular.

Difusion de los antiflngicos a través de la matriz extracelular

La matriz extracelular de la biopelicula supone una barrera natural a la difusion de
antifingicos en su interior. Los primero estudios relacionados con la difusion de
antifangicos en la biopelicula mostraron que anfotericina B, 5-fluorocitosina y fluconazol
poseen mayor actividad sobre la biopelicula en fases iniciales de su desarrollo, sin
embargo, sobre biopeliculas maduras la tasa de difusion se reduce de manera significativa
(Chandra et al. 2001b). Algunos autores han observado que el B-1,3-glucano, principal
componente de la matriz extracelular de C. albicans, actla de manera similar a un agente
quelante, atrapando vy dificultando la difusion de azoles, equinocandinas, pirimidinas y
polienos (Nett et al. 2010). La tasa de difusion de los antifingicos varia dependiendo de
la especie estudiada. Las biopeliculas de C. krusei y C. glabrata son mas permeables a
los antifungicos, mientras que las biopeliculas de C. albicans, C. parpasilosis y
especialmente las de C. tropicalis dificultan en mayor medida la difusion de los mismos
(Al-Fattani y Douglas 2004) (Samaranayake et al. 2005).

Estos resultados sugieren que la citoarquitectura y la composicion de la matriz

extracelular influye sobre la tasa de difusion del antifungico. C. tropicalis, cuya matriz
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esta compuesta principalmente de hexosaminas unidas mediante un enlace [B-1,6
formando un polisacarido similar a la quitina, forma la biopelicula mas impermeable a
los antifungicos dentro de las especies estudiadas del género Candida spp. (Al-Fattani y
Douglas 2006). Sin embargo, cuando se expone la biopelicula a los antifungicos durante
un periodo prolongado de tiempo para favorecer la difusion de los mismos hasta las capas
mas inferiores, no se obtiene una erradicacion total de las células viables (Al-Fattani y
Douglas 2004). Este hecho, nos indica que el efecto barrera que ejerce la matriz

extracelular no es el inico mecanismo de resistencia que posee la biopelicula de Candida

SPp.

Respuesta adaptativa frente al estrés ambiental

Candida spp. dispone de mecanismos de respuesta encaminados a proteger la célula
ante la presencia de moléculas potencialmente toxicas como pueden ser los antifungicos.
Uno de estos mecanismos son las bombas de expulsién o efflux, las cuales se encuentran
en la membrana externa y se encargan del transporte activo de moléculas tdxicas hacia el
exterior celular. C albicans dispone de una superfamilia de transportadores tipo ABC,
codificados en los genes CDR, cuya sobreexpresion induce un mecanismo de resistencia
que afecta especialmente a los azoles y que no es activo sobre las equinocandinas
(Mukherjee et al. 2003).

Estudios previos han observado que las células de C. albicans sensibles a fluconazol
en su fase de crecimiento planctonico, son capaces de crecer y madurar en presencia de
concentraciones de fluconazol superiores a 1.024 mg/L en fase planctonica (Ramage et al.
2002a). Sin embargo, un gran nimero de autores coinciden en afirmar que el mecanismo
de bombas de expulsion solo explicaria la resistencia de Candida spp. a los azoles en las

etapas mas tempranas del desarrollo de la biopelicula (Mukherjee et al. 2003).

Candida spp. también es capaz de regular la permeabilidad de su membrana celular,
mediante la modificacion de su fluidez y asimetria, para dificultar la difusién al interior
de la célula de moléculas toxicas como los antifingicos. Los aislados de Candida spp.
que muestran un mayor nivel de resistencia a los polienos y azoles poseen una membrana
que se caracteriza por tener una concentracion reducida de ergosterol, el cual es

remplazado por esteroles metilados como el lanosterol. La ausencia de ergosterol reduce

34



Introduccién

la fluidez de la membrana y por tanto aumenta su impermeabilidad, lo cual dificulta la
difusion de los antifungicos a través de la misma y genera resistencia a azoles en una
biopelicula madura. Estudios previos han observado que la cantidad de ergosterol que
contiene la membrana plasmatica de las células en la biopelicula es alrededor del 50% de

la cantidad de ergosterol presente en las células planctonicas (Mukherjee et al. 2003).

Los componentes de la pared celular también pueden ser modificados para aumentar
su impermeabilidad y limitar o impedir la entrada de antifngicos al interior de la célula.
Un componente fundamental de la pared celular es el f-1,3-glucano, cuya concentracion
puede verse afectada por la accion de las equinocandinas sobre la B-1,3-glucano sintasa.
Esta familia de antifungicos se caracteriza por inducir tolerancia a elevadas
concentraciones, fenomeno que es conocido como “efecto paraddjico”. Estudios previos
han observado que en presencia de elevadas concentraciones de caspofungina y
micafungina, se produce un aumento en la cantidad de quitina presente en la pared celular,
lo cual actia como mecanismo de compensacion ante la pérdida de f-1,3-glucano y
aumenta la impermeabilidad de la membrana al paso de antifingicos (Bizerra et al. 2011)
(Kaneko et al. 2010).

Este mecanismo de compensacion estéa regulado por la proteina fosfatasa dependiente
de calcio, calcineurina, y la proteina de choque térmico Hsp90, las cuales también estan

implicadas en la resistencia a azoles (Ramage et al. 2012).

Células latentes con actividad metabdlica reducida

En los tltimos afios, el concepto microbiologico de la “persistencia” ha adquirido
mayor relevancia debido a su importancia en el desarrollo de las enfermedades
infecciosas cronicas y la resistencia de las biopeliculas a los antimicrobianos (Lewis
2007). Las células persistentes o persisters son variantes latentes de las células normales
formadas de manera aleatoria en el interior de la biopelicula y se caracterizan por una

actividad metabdlica reducida y la ausencia de division celular.

Los persisters no son resistentes sino tolerantes al antimicrobiano, ya que no han
adquirido un mecanismo de resistencia, sino que es su estado de latencia metabolica el

que les permite sobrevivir. Una vez la célula sale de su estado de latencia, es capaz de
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regenerar la poblacién celular inicial con identica sensibilidad que la original (Balaban
et al. 2004). Estudios previos han observado que la biopelicula de Candida spp. muestra
un patrén biféasico de letalidad, ya que, tras la muerte de una mayoria de células sensibles,

permanece una segunda poblacion de células que toleran la presencia del antifungico.

Algunos autores han sugerido que estas células persistentes pueden ser similares a las
células quiescentes de Saccharomyces cerevisiae, las cuales son termotolerantes,
osmotolerantes y resistentes a la accion de una gran variedad de compuestos que actuan
sobre la pared celular del hongo (LaFleur et al. 2006). Candida spp. es capaz de generar
clamidosporas a partir de las hifas, las cuales se caracterizan por ser celulas esféricas
asexuales de pared celular gruesa y lisa, que permiten al hongo sobrevivir en condiciones
adversas (Martin etal. 2005). Sin embargo, no se ha demostrado la presencia de
clamidosporas en el interior de la biopelicula y su implicacion en la persistencia es

discutida en la actualidad.

Densidad celular y tasa de crecimiento de la biopelicula

Es ampliamente reconocido por la comunidad cientifica que la actividad de los
antimicrobianos se ve disminuida en presencia de una densidad celular elevada, fendmeno
conocido como “efecto indculo”. Se ha observado que la sensibilidad planctonica de C.
albicans a fluconazol se reduce hasta un 40% en presencia de una densidad celular de 107
ufc/ml (Perumal et al. 2007). Por este motivo, los métodos estandarizados para el estudio
de la sensibilidad de los hongos a los antifingicos como el documento M27-A3 de la
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) recomiendan ajustar el inéculo microbiano
a 10° ufc/ml (Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008).

La densidad celular en el interior de la biopelicula de Candida spp. se encuentra en
valores cercanos a 108 ufc/ml. Estudios previos han observado que al disgregar la
biopelicula y devolver las células a forma planctonica, la suspension celular resultante
sigue mostrando los mismos valores de resistencia azoles que la biopelicula (Perumal
et al. 2007). Sin embargo, es necesario tener en cuenta que, en presencia de densidades
celulares elevadas, uno de los efectos del farnesol como molécula de quorum sensing es
activar la expresion de las bombas de expulsion activa, que confieren resistencia a azoles

y polienos (Enjalbert y Whiteway 2005).
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1.2.5 Nuevas estrategias terapéuticas para la erradicacion de la biopelicula de
Candida spp.

En la actualidad hay interés en el estudio y desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas eficaces sobre la biopelicula de Candida spp. como la combinacién de
antifangicos con diversos compuestos como extractos naturales, aceites esenciales,
agentes quelantes, mucoliticos, antibioticos enzimas y agentes del quorum sensing (Bink
2011). EI mecanismo de accion de estas moléculas es muy diverso, sin embargo, como
norma general ejercen su efecto mediante la desestructuracion de la citoarquitectura de la
biopelicula ya sea por la rotura de enlaces célula - matriz, la inhibicion de ciertas

actividades enzimaticas y/o la modulacion de la expresion genica.

El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) es agente quelante capaz de unirse a
metales como el calcio formando complejos indisolubles. EI EDTA ha sido
tradicionalmente utilizado para el tratamiento de la intoxicacion por metales pesados
(Flora y Pachauri 2010) y en los ultimos afios algunos autores han evaluado su actividad
sobre la biopelicula de Candida spp. EI EDTA altera drasticamente la estructura de la
biopelicula, especialmente cuando esta es expuesta al quelante en sus etapas mas
tempranas de desarrollo. El principal efecto del EDTA es la inhibicion de la transicién
levadura — micelio y la consecuente reduccion de la expresion de la adhesina Hwpl y de
manoproteinas de superficie, lo cual produce una biopelicula desestructurada consistente

en agregados de blastosporas (Ramage et al. 2007).

La eficacia del EDTA es reducida sobre biopeliculas maduras, 1o que sugiere que
metales como el calcio son indispensables en etapas tempranas del desarrollo de la misma.
El secuestro de calcio puede afectar a la actividad de la calmodulina, la cual ejerce un
papel fundamental en el ensamblaje de los microttbulos y el proceso de filamentacion
(Gil et al. 1994). Raad y cols. observaron en modelos in vitro de sellado antifingico de
cateteres venosos centrales que EDTA mejora la actividad de anfotericina B (Raad et al.
2008). El hecho de que el EDTA disponga de propiedades anticoagulantes y
antimicrobianas, ha llevado a algunos autores a sugerir su utilizacion en lugar como

anticoagulante de heparina para el cuidado de los catéteres venosos centrales.
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La N-acetilcisteina (NAC) es un derivado del aminoacido L-cisteina y se caracteriza
por tener un grupo sulfhidrilo, cuya oxidacion da lugar a un puente disulfuro entre dos
moléculas. Esta caracteristica le aporta una gran capacidad reductora y es por ello que la
molécula se comporta como antioxidante, mucolitico y antiinflamatorio. NAC ha sido
utilizada para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), la
intoxicacion por paracetamol y la enfermedad cardiaca isquémica (Atkuri et al. 2007).
Algunos autores han observado que la cantidad de matriz extracelular presente en la
biopelicula bacteriana se reduce en presencia de NAC, hecho que podria ser explicado
por la accion de los grupos sulfhidrilo sobre los puentes disulfuro establecidos tanto entre
los componentes de la matriz como en las enzimas implicadas en la sintesis de estos
ultimos (Olofsson et al. 2003) (Dinicola et al. 2014). Pocos estudios han evaluado la
eficacia de NAC sobre la biopelicula de Candida spp. Algunos autores han observado
efecto sinérgico entre la NAC y la anfotericina B o el fluconazol sobre la biopelicula de
C. albicans (Venkatesh et al. 2009).

NAC ha sido utilizado en combinacion con tigeciclina como estrategia de sellado
antibidtico para la erradicacion de la biopelicula bacteriana obteniéndose resultados
alentadores (Justo y Bookstaver 2014), sin embargo, no tenemos estudios de sellado
antifungico de catéter que hayan evaluado la actividad de NAC. Otras moléculas
antioxidantes como el citrato también han mostrado ser efectivas sobre la biopelicula
estafilococica (Bosma etal. 2010), lo cual refuerza la hipotesis de la reduccién de
determinados enlaces en la matriz como estrategia para la desestructuracion de la

biopelicula.

Los antibi6ticos como la rifampicina, tetraciclinas como tigeciclina, minociclina o
doxiciclina y los macrélidos como claritromicina o azitromicina también han sido
estudiados en combinacion con antifungicos sobre la biopelicula de Candida spp.
Rifampicina se une a la RNA polimerasa inhibiendo de esta forma la transcripcion y ha
sido ampliamente utilizado para el tratamiento de las infecciones relacionadas con la
biopelicula bacteriana (Trampuz y Widmer 2006). Algunos estudios han observado
actividad sinérgica entre la rifampicina y la anfotericina B sobre las biopeliculas de
C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei y C. glabrata (El-Azizi 2007) (Del Pozo et al.

2011), que podria ser debido a que un aumento de la permeabilidad producido por la

38



Introduccién

anfotericina B afectaria no solo de la pared celular sino también de la matriz de p-1,3

glucano, lo cual facilitaria que la rifampicina alcance el ribosoma fungico.

Los macrolidos como claritromicina también han demostrado sinergismo sobre las
biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis y C. glabrata (Del Pozo et al. 2011). Algunos
autores han reportado la eficacia de una solucion de sellado con eritromicina en el rescate
de un catéter venoso central colonizado con S. aureus y C. parapsilosis (Wu y Lee 2007).
La eficacia de los macrélidos podria deberse a su capacidad para estimular la actividad
de ciertas enzimas como las hexosaminidasas, produciendo cambios significativos en la

matriz extracelular (Gerbaux et al. 1996).

Otras muchas moléculas de diverso origen y funcién han sido estudiadas como
estrategia sobre la biopelicula de Candida spp. Las DNasas han mostrado una mejora de
la actividad de polienos y equinocandinas, pero no la de los azoles (Martins et al. 2012).
El quitosano, que se sintetiza mediante desacetilacion de la quitina, posee propiedades
antimicrobianas y ha sido utilizado para recubrir superficies inertes y evitar la formacién
de la biopelicula de Candida spp. (Carlson et al. 2008). El farnesol, molécula del quorum
sensing de Candida spp., que induce la desestructuracion y dispersion de la biopelicula,
también ha mostrado actividad sinérgica no solo con antifingicos sino también con NAC

sobre la biopelicula bacteriana y fungica (Katragkou et al. 2015) (Gomes et al. 2012).

1.3 BIOMATERIALES

El estudio de las caracteristicas estructurales y superficiales de los biomateriales es
esencial para comprender en su conjunto la triple interaccion que se produce entre el
huésped, el microorganismo y la superficie durante las infecciones asociadas a
dispositivos biomédicos. Candida spp. es capaz de adherirse y desarrollar una biopelicula
madura sobre sustratos inertes de diversa composicion y estructura. Las propiedades
fisicoquimicas de estos materiales y en especial sus caracteristicas superficiales influyen
de una manera significativa sobre la biopelicula resultante. Es por ello que, en la
actualidad, una de las estrategias mas importantes en el control de estas infecciones pasa
por el desarrollo de nuevas superficies que sean capaces de impedir la adherencia de los

microorganismos Y la posterior formacion de la biopelicula.
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1.3.1 Definicién y clasificacion de los biomateriales

Segln la European Society for Biomaterials, un biomaterial se define como “un
material disefiado para actuar interfacialmente con sistemas bioldgicos con el fin de
evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algin tejido, 6rgano o funcion del cuerpo”
(Williams 1987). Una propiedad fundamental de los biomateriales es la
biocompatibilidad la cual est& definida por la International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) como la “capacidad de un material para estar en contacto con un

sistema bioldgico sin producir un efecto adverso” (Williams 2003).

La evaluacion de la seguridad de los biomateriales se realiza mediante estudios in vivo
de la toxicidad, inflamacién, irritacion, sensibilidad, carcinogenicidad, mutagenicidad,
respuesta alérgica y hemocompatibilidad del biomaterial, segun la norma 1SO 10993-
1:2009 (International Organization for Standardization 2009).

Tras la implantacion del dispositivo, se desencadena una interaccion bidireccional en
la que el biomaterial induce en el huésped alteraciones tisulares como la hipersensibilidad
o la inflamacién y al mismo tiempo el huésped altera las propiedades fisicas 0 mecanicas
del biomaterial (Davis 2003). Sin embargo, en esta descripcion clasica de
biocompatibilidad, no se tiene en cuenta la capacidad que poseen los microorganismos
para colonizar la superficie del material implicado y desencadenar un proceso infeccioso
que influye de manera negativa en la biocompatibilidad del implante. La
biocompatibilidad es por tanto un concepto complejo en el cual es necesario tener en
cuenta el biomaterial, el huésped y la biopelicula microbiana formada en los casos de

infeccion.

El analisis de las caracteristicas superficiales del biomaterial es fundamental para
entender la interaccion de este con el entorno bioldgico que lo rodea. Las propiedades
fisicoquimicas de la superficie definen el tipo de interacciones moleculares que pueden
llegar a establecerse con las células adyacentes. En funcidn de estas interacciones, se
pueden definir dos categorias: biomateriales bioinertes y bioactivos o biodegradables
(Hench y Thompson 2010). En los biomateriales bioinertes (primera generacion) no se
producen interacciones moleculares entre el biomaterial y el medio bioldgico y por tanto

la interfaz entre ambos solo es capaz de transmitir esfuerzos mecanicos.
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En los biomateriales bioactivos o biodegradables (segunda generacion) se produce
una interaccién molecular positiva entre el biomaterial y el entorno fisiolégico la cual
puede favorecer procesos de regeneracion tisular, osteointegracion, etc. Los biomateriales
de tercera generacion que comienzan a aparecer en el mercado, se caracterizan por inducir
una respuesta celular muy especifica mediante la modulacién de la respuesta génica de

las células del hospedador (Hench y Polak 2002).

La funcionalizacion de superficies es una nueva estrategia que persigue una mejor
integracion del biomaterial en el entorno fisiologico en el que va a ser implantado.
Consiste en la modificacion de la superficie con grupos funcionales que favorecen los
procesos adhesion, proliferacion y angiogénesis del tejido del hospedador. Muchos
estudios demuestran la eficacia de esta estrategia en la regeneracion 6sea, utilizando
factores morfogenéticos que estimulan la proliferacion y diferenciacion de las células
progenitoras pluripotentes. La funcionalizacién de superficies para conseguir un efecto
antimicrobiano es una estrategia novedosa que esté siendo explorada en la actualidad. La
unién covalente de antibioticos y anticuerpos en la superficie, los sistemas de liberacion
controlada de antimicrobianos, las superficies superomnifdbicas, la realizacién de
modificaciones microestructurales de la superficie o la utilizacion de ondas acusticas
superficiales son algunas de las nuevas tecnologias que se encuentran en desarrollo para
impedir la adherencia microbiana y el desarrollo de las biopeliculas. Estas nuevas
tecnologias, estan demostrado ser eficaces sobre biopeliculas de Candida spp. (Coenye
et al. 2011) (Cuéllar-Cruz et al. 2012).

El elevado numero de aplicaciones biomédicas que poseen los biomateriales hacen de
estos un grupo muy heterogéneo, con una gran diversidad de caracteristicas y propiedades
estructurales, encaminadas a adaptar el dispositivo de la mejor manera posible al entorno
fisiologico, al tiempo previsto de utilizacion y a la funcion asignada. Segun su
composicion, los biomateriales se pueden clasificar en 4 categorias: polimeros plasticos,

metales, bioceramicas y las resinas compuestas o composites (Park y Lakes 2007).

1.3.2 Politetrafluoroetileno

El politetrafluoroetileno (PTFE) es un polimero termoplastico fluorocarbonado,

descubierto en 1938 por el quimico Roy J. Plunkett y comercializado bajo el nombre de
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Teflon® por la firma multinacional DuPont. EI PTFE es un material duro, rigido,
insoluble, inerte y no inflamable. Su resistencia quimica y térmica es excepcional dentro
de los polimeros. Ademas, es extremadamente resistente a la corrosion y a la accion de

los disolventes.

El PTFE es un derivado del polietileno en el cual los cuatro atomos de hidrégeno han
sido sustituidos por 4&tomos de fltor (Dupont 1996). La formula quimica del monémero
de tetrafluoroetileno es CF.=CF». Estos mondémeros se polimerizan en largas cadenas de
hasta 50.000 grupos -CF»- cada una. Los enlaces C-C y C-F poseen una elevada fuerza
de unioén (Figura 1.2). Los &tomos de carbono y flGor coinciden en tamafio, de manera tal
que estos ultimos forman una lamina continua sobre la cadena carbonada protegiéndola
del ataque quimico. La molécula se empaqueta formando un solido denso y compacto con

un punto de fusion elevado que le aporta estabilidad quimica y térmica.

FoOF F F F F F

| | Polimerizacion | | | | |

c=¢ ——>» —C—C—(C—C—(C—

| | | |

FOF F F F F F
Tetrafluoroetileno PTFE

Figura 1.2. Esquema de la estructura molecular del tetrafluoroetileno y el PTFE.

El PTFE posee un coeficiente de friccion muy bajo, inferior a 0,1, motivo por el cual
la superficie del material es resbaladiza y cérea al tacto. Ademas, su superficie se
caracteriza por tener una tension superficial también baja, de 20 dinas/cm?, lo cual reduce
el numero de interacciones que puede realizar con el entorno, y le aporta a la superficie

una elevada hidrofobicidad.

La hidrofobicidad de una superficie se define por el angulo de contacto que se
establece entre la superficie del sélido y el liquido con el cual entra en contacto (Figura
1.3). En las superficies hidrofilas se producen interacciones no covalentes entre la
molécula de agua y la superficie, como pueden ser los puentes de hidrogeno. En este caso,
la gota de agua se extiende sobre la superficie generando angulos de contacto inferiores

a 90 grados. Sin embargo, en las superficies hidréfobas las fuerzas de repulsion que es
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establece entre la molécula de agua y la superficie hace que la gota de agua repose sobre

esta, pero sin mojarla, generando &ngulos de contacto superiores a 90 grados.

En el caso del PTFE, el angulo de contacto tiene un valor de 110° y por tanto se
comporta como una superficie altamente hidrofoba. Esto quiere decir que la superficie
del PTFE no establece interacciones con sustancias polares como el agua, sin embargo,
si que puede establecer interacciones hidrofobicas con lipidos y proteinas que contengan
residuos hidréfobos. Esto es de especial interés en las fases tempranas del desarrollo de
la biopelicula ya que las adhesinas de superficie de Candida spp. como las proteinas Als
0 Chsl poseen dominios hidréfobos ricos en serina y treonina, que le permiten a la
levadura adherirse a superficies hidrofobas. De la igual forma, las levaduras con una

hidrofobicidad celular superficial alta podrian adherirse mas facilmente en esta superficie.

Gota de agua Gota de agua

Angulo de contacto

Angulo de contacto
B<90

Superficie hidrofilica Superficie hidrofébica

Figura 1.3. Representacion esquematica del angulo de contacto formado entre la gota de agua
y superficies hidrofilas e hidréfobas.

1.3.3 Titanio

El titanio (Ti) es un metal de transicion con nimero atomico 22. Se encuentra en la
naturaleza como didxido de titanio (TiO2) formando un mineral llamado rutilo. El titanio
no aleado, conocido como titanio comercialmente puro contiene entre un 98.64% y un
99.5% de titanio. Se clasifica en diversos grados (1, 2, 3 y 4) en funcion de los elementos
intersticiales presentes en la estructura, tales como oxigeno, nitrégeno, carbono o hierro.
El titanio comercialmente puro es la forma de menor resistencia mecanica y de mayor

resistencia a la corrosion y ductilidad (Leyens y Peters 2003).

El titanio es un metal alotropico y por tanto puede adquirir mas de una forma

cristalografica. Se denomina fase alfa (a-Ti) a la estructura cristalina hexagonal compacta

43



Introduccion

que se obtiene por debajo de los 882 °C y fase beta (B-Ti) a la estructura cubica centrada
en el cuerpo que se obtiene por encima de dicha temperatura (Figura 1.4). Por este motivo,
las aleaciones de titanio se clasifican en funcion de la fase cristalografica més abundante.
De esta forma, se consideran fundamentalmente tres categorias: aleaciones alfa,
aleaciones alfa-beta y aleaciones beta y cada una de las fases puede ser estabilizada
utilizando distintos aleantes. La fase alfa puede ser estabilizada utilizando a-estabilizantes
como aluminio y estafio mientras que la fase beta puede ser estabilizada utilizando f-
estabilizantes como el vanadio, molibdeno, niobio, cobre, hierro, cromo, manganeso o

niquel.

P

Titanio alfa Titanio beta

Figura 1.4. Estructuras cristalinas del titanio: Estructura hexagonal compacta (titanio alfa)
y estructura cubica centrada en el cuerpo (titanio beta).

Las aleaciones alfa-beta poseen cantidades equivalentes de a y p-estabilizantes,
generando una mezcla de estructuras cristalogréficas o y p a temperatura ambiente. Estas
aleaciones tienen propiedades equilibradas, mostrando buenas propiedades mecanicas y
plasticas. Se caracterizan por una adecuada resistencia a la fatiga sin perder propiedades
favorables a temperaturas elevadas, asi como una buena resistencia a la traccion sin una
reduccion significativa de tenacidad. La aleacion Ti-6Al-4V pertenece a este grupo,
acapara mas del 45% de la produccion de titanio y es ampliamente utilizada como

biomaterial para la fabricacion de dispositivos biomédicos.

El titanio, especialmente la aleacion Ti-6Al-4V, posee un mddulo elastico muy
similar al del hueso y por tanto evita los fendmenos de apantallamiento de tensiones
(Niinomi y Nakai 2011). Este es un problema habitualmente relacionado con la utilizacion
de biomateriales metalicos para el reemplazo de hueso. Se produce cuando el biomaterial

utilizado posee un modulo elastico superior al del hueso. En estas situaciones, al aplicar
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una carga sobre el conjunto hueso-protesis, la tension es soportada principalmente por el
biomaterial, dejando al hueso libre de funcion, fenébmeno que desemboca en una

reabsorcion 0sea.

El titanio es un biomaterial con un alto grado de osteointegracion (Schenk 2001). Tras
la colocacion del implante se produce una intensa actividad de migracion y diferenciacion
celular mediante la cual las células mesenquimales dan lugar a fibroblastos y osteoblastos
que cubren la superficie del mismo. Las células osteogénicas generan una nueva matriz
Osea que da lugar a un hueso neoformado, que queda s6lidamente unido al biomaterial.
La osteointegracion se define como “el proceso por el cual se logra una fijacion rigida,
clinicamente asintomatica, del biomaterial, y que se mantiene en el hueso durante la carga
funcional”. A nivel histoldgico, la osteointegracion conlleva un proceso de osteogénesis
en la interfaz entre el tejido 6seo y el material inerte que desemboca en una unién

estructural y funcional de ambas partes.

La utilizacion de materiales metalicos en el medio fisioldgico conlleva la aparicion
de fendmenos de corrosion en medio humedo. La corrosion del biomaterial provoca la
liberacion al entorno de iones metalicos y otros productos de degradacion con importantes
efectos citotoxicos. Sin embargo, el titanio es muy reactivo en contacto con el oxigeno y
el agua, es por ello que, en milisegundos, su superficie experimenta una oxidacion pasiva
y estable que genera una capa de 6xidos amorfos de titanio (TiO, TiO2, TiOz3) que ejerce
un papel protector frente a la accién corrosiva del medio fisioldgico. Por todo ello el
titanio destaca dentro de los biomateriales metalicos por una excelente resistencia a la
corrosion (Kim et al. 1997).

45






2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS







Hipotesis y Objetivos

2.1 HIPOTESIS

Las especies de Candida son capaces de adherirse y formar biopeliculas sobre diversos
biomateriales. Los antifungicos para uso clinico disponibles en la actualidad poseen una
actividad limitada sobre estas biopeliculas. Las infecciones asociadas a biopeliculas de
Candida spp. estan condicionadas fundamentalmente por 1) la capacidad del
microorganismo para adherirse al dispositivo implantado y 2) la resistencia de esta
biopelicula a los antifingicos. Se conoce que determinados compuestos como el EDTA,
los macrolidos o las moléculas de quorum sensing son capaces de desestructurar
biopeliculas bacterianas, sin embargo, se conoce poco sobre su efecto sobre biopeliculas
de Candida spp. (Walraven y Lee 2013). La utilizacién de combinaciones de antifungicos
con estas moléculas podria ser una estrategia terapéutica eficaz para el tratamiento de las
infecciones relacionadas con biopeliculas de Candida spp.

En este trabajo se plantean las siguientes hipdtesis:

1. Las propiedades fisico-quimicas de los biomateriales utilizados para la
fabricacion de dispositivos biomédicos condicionan la cinética de adherencia y la

sensibilidad a los antifungicos de biopeliculas de Candida spp.

2. Los antifingicos poseen una actividad reducida frente a biopeliculas de
Candida spp. Su actividad depende de la concentracion utilizada, el aislado y el

biomaterial sobre el que se forma la biopelicula.

3. Lautilizacién de combinaciones de antifingicos puede ser mas eficaz que

la monoterapia sobre biopeliculas de Candida spp.
4. EIl uso combinado de moléculas con capacidad desestructuradora de la

biopelicula con antifungicos podria facilitar la erradicacion de las biopeliculas de

Candida spp.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

Describir la cinética de adherencia y densidad la formacion de biopeliculas de

Candida spp. sobre biomateriales hidrofobos e hidrofilos. Desarrollar una estrategia

terapéutica basada en la combinacion de antifingicos y moléculas desestructuradoras de

la biopelicula desarrollada sobre ambos tipos de biomateriales.

2.2.2 Objetivos especificos
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1. Estudiar la capacidad de adherencia, hidrofobicidad celular superficial y
sensibilidad a los antiflngicos de las células planctonicas y de las biopeliculas de
aislados clinicos y cepas de referencia de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei,
C. glabrata y C. tropicalis.

2. Estudiar de la cinética de crecimiento de las biopeliculas de C. albicans,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata y C. tropicalis.

3. Estudiar la cinética de letalidad de anfotericina B, 5-fluorocitosina,
terbinafina, caspofungina, anidulafungina, micafungina y posaconazol sobre

biopeliculas desarrolladas en PTFE vy titanio.

4. Estudiar la cinética de letalidad del &cido etilendiaminotetraacético,
rifampicina, N-acetilcisteina, claritromicina y farnesol, combinados con polienos

y equinocandinas sobre biopeliculas desarrolladas sobre PTFE v titanio.
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Material y Métodos

3.1 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOPELICULA DE
LOS AISLADOS CLINICOS DE CANDIDA SPP.

3.1.1 Aislados de origen clinico

Se determind la capacidad de formacion de biopelicula de 90 cepas de Candida spp.
aisladas en hemocultivo, catéter, y liquidos biolégicos (bilis, liquido ascitico, liquido
pleural y liquido sinovial) procedentes de pacientes de la Clinica Universidad de Navarra
durante el periodo 2008 - 2013, los cuales se mantuvieron conservados a -80 °C en
crioviales Crioteca®-Skim Milk (Microkit SL, Madrid, Espafia) en la biblioteca de cepas
del Servicio de Microbiologia Clinica (Tabla 3.1).

Se verifico la pureza e identificacion de cada aislado mediante cultivo en
CHROMagar® Candida (CHROMagar, Paris, France), tarjetas colorimétricas VITEK 2

YST ID y galerias colorimétricas API1® Candida (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, France).

Tabla 3.1. Especies utilizadas en el estudio y localizacién de aislamiento

) Liquidos
Especie Hemocultivo Catéter biolégicos Total
C. albicans 17 17
C. parapsilosis 7 3 5 15
C. krusei 2 10 15
C. tropicalis 1 1 7 9
C. glabrata 13 6 15 34
Total 41 12 37 90

3.1.2 Cepas de referencia

En los ensayos de adherencia se incluy6 una cepa de referencia de cada una de las
especies estudiadas, las cuales fueron adquiridas de la American type culture collection
(ATCC). Las cepas ATCC®, recibidas en forma de liofilo, se rehidrataron y subcultivaron
para obtener las cepas de reserva (primer subcultivo) y de trabajo (segundo subcultivo)
las cuales se almacenaron en crioviales Crioteca®-Skim Milk (Microkit SL, Madrid,
Espaifia) y se conservaron a -80 °C hasta su uso. Las cepas ATCC® utilizadas fueron C.
albicans ATCC® 90028, C. parapsilosis ATCC® 22019, C. krusei ATCC® 6258, C.
tropicalis ATCC® 750 y C. glabrata ATCC® 90030.
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3.1.3 Determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula sobre placas de
poliestireno mediante tincion con cristal violeta

La tincion con cristal violeta (técnica de Christensen) es una de las técnicas mas
utilizadas para determinar la capacidad de formacion de biopelicula de los
microorganismos sobre superficies inertes y se realiza utilizando placas de poliestireno
(Christensen et al. 1985). La biopelicula se forma en el pocillo de la placa durante un
periodo determinado de tiempo, habitualmente 24 horas. Posteriormente, se lava cada
pocillo para retirar las células plancténicas, se fija con metanol y se tifie con cristal violeta,
un colorante basico que posee afinidad por las moléculas cargadas negativamente, tanto
de la pared del microorganismo como de la matriz extracelular. Finalmente, tras la tincion
se mide la densidad dptica de cada pocillo a una longitud de onda de 570 nm (DOso) la
cual es proporcional a la cantidad de biomasa adherida. Stepanovi¢ y cols., modificaron
el procedimiento original y afiadieron un Gltimo paso de decoloracion con &cido acético,
lo cual permite que el colorante adherido a las paredes del pocillo se libere (Stepanovic¢
et al. 2000).

Se estudio la capacidad de formacidn de biopelicula de los 90 aislados de Candida spp.
en placas de poliestireno de 96 pocillos (MicroTest™, Becton Dickinson Labware, NJ,
USA), siguiendo la metodologia previamente descrita por Stepanovi¢ y cols. (Stepanovié

et al. 2000) con ligeras modificaciones (Figura 3.1).

Las cepas BIOCAN se cultivaron al menos dos veces en agar Sabouraud durante 24
horas a 37 °C para asegurar la pureza y viabilidad. A partir de este cultivo se
resuspendieron 1 - 3 colonias en 10 mL de Yeast Nitrogen Base suplementado con glucosa
100 mM (YNBG) y se incubaron en agitacion orbital de 150 rpm, 12 horas a 37 °C para
obtener un cultivo en fase de crecimiento exponencial. Tras la incubacion, se ajusto la
densidad celular de la suspension a 2 McFarland (1x108 ufc/mL) y se realizé una dilucion
1:100 de la misma en YNBG.
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Se estudio cada aislado por triplicado, afiadiendo 0,2 mL de inéculo en tres pocillos
consecutivos. En cada placa se ensayaron un total de 11 aislados, separados entre ellos
por una columna de pocillos vacios con el fin de evitar posibles contaminaciones.
Ademas, en cada placa se utilizé como control negativo tres pocillos consecutivos a los

que solo se afiadié YNBG. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

= Cultivo en agar Sabouraud
= Incubacion: 24 h, 37 °C.

l Preparacion del inoculo
= Agitacion orbital 150 rpm, 12 h, 37 °C
= Ajustar la densidad optica a 2 McFarland (1x10® ufe/mL)
> mLYNBG * Dilucion 1:100 en 1 mL YNBG (1x108 ufe/mL)

1

0.2 mL/pocillo Tincion con cristal violeta

= (Cada aislado por triplicado.

= Incubacion: 24 h, 37 °C.

= Tavado por triplicado con PBS

= Fijacion con metanol. 15 min.

= Tincion con cristal violeta 2 % p/v. 5 min.

= Lavado por triplicado con PBS

= Disolucion con acido acético 33 % v/v. 15 min.

@ Aislado
¢ Control negativo

l

Lectura
n Medldﬂ de la DO570

Figura 3.1. Protocolo de trabajo para la determinacién de la capacidad de adherencia en placas de
poliestireno mediante tincion con cristal violeta.

Tras la incubacion, se retird el YNBG y se lavd cada uno de los pocillos por triplicado,
con 0,25 mL de PBS estéril, para retirar las células plancténicas. Se afiadié metanol
durante 15 minutos a cada pocillo para fijar la biopelicula y a continuacion, se afiadieron
0,2 mL por pocillo de cristal violeta (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) al 2% (p/v)

durante 5 minutos para tefiirlas.
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Se lavo cada uno de los pocillos por triplicado, con 0,25 mL de PBS estéril, para
retirar el exceso de colorante y el cristal violeta retenido en la biopelicula se solubilizé
afiadiendo 0,2 mL por pocillo de &cido acético glacial (Sharlau, Espafia) al 33% (v/v).
Posteriormente se midio la DOs7o utilizando un espectrofotometro para placas de
microtitulacion (Multiskan Ascent, ThermoLab systems). EI mismo procedimiento se

realiz6 con los tres pocillos control negativo a los que solo se afiadié medio de cultivo.

Se definié el punto de corte de la técnica como la suma de la DOs7o del control
negativo mas tres veces su desviacion estandar (DOc). La capacidad de formacién de
biopelicula se clasificd en cuatro categorias en funcion de la DOszo de cada aislado segun
la clasificacion propuesta por Stepanovic y cols. (Stepanovié et al. 2000): no formadoras,

poco formadoras, moderadamente formadoras y fuertemente formadoras (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados
mediante la tincion con cristal violeta.

DOs70 Clasificacion

DO < DOc¢ No formadora
DOc < DO < 2DOc¢ Poco formadora
2D0Oc< DO <4DO¢ Moderadamente formadora

4D0Oc <DO Fuertemente formadora

Tras el ensayo, se seleccionaron los 2 aislados clinicos mas capacidad de formacién
de biopelicula de cada especie y junto a las cepas de referencia C. albicans ATCC® 90028,
C. parapsilosis ATCC® 22019, C. krusei ATCC® 6258, C. tropicalis ATCC® 750 y C.
glabrata ATCC® 90030 formaron el conjunto de cepas BIOCAN (Tabla 3.3).

56



Material y Métodos

Tabla 3.3. Cepas de conjunto BIOCAN.

Especie Aislado Origen
C. albicans Bl Hemocultivo
B2 Hemocultivo

ATCC® 90028  Cepa de referencia

C. parapsilosis B4 Catéter intravascular
B5 Catéter intravascular
ATCC® 22019  Cepa de referencia

C. krusei B7 Liquido ascitico
Catéter de drenaje
B8 intraabdominal

ATCC® 6258 Cepa de referencia

C. tropicalis B10 Hemocultivo
B11 Catéter de drenaje biliar

ATCC® 750 Cepa de referencia

C. glabrata B12 Hemocultivo
B13 Liquido pleural
ATCC® 90030  Cepa de referencia

3.1.4 Determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula mediante el
ensayo de reduccion del XTT en placas de poliestireno

El ensayo de reduccién del XTT es una técnica espectrofotométrica que permite
detectar la actividad metabdlica de las células presentes en la biopelicula y por tanto es
de gran utilidad para estudiar la capacidad de formacion de biopelicula y sensibilidad de
la misma a los antimicrobianos (Pierce etal. 2008). El 2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-
Sulfofenil)-2H-Tetrazolio-5-Carboxanilida (XTT) es una sal de tetrazolio que se reduce
por la accién de las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas dando lugar a un
cristal de formazéan soluble de color rojo, que puede medirse a una longitud de onda de
492 nm. La DOasg2 es proporcional a la cantidad de células viables presentes sobre la
superficie (Ramage y Lopez-Ribot 2005). Para facilitar y acelerar la reduccién del XTT,
se incorpora en la reaccion un dador de electrones, que habitualmente es la 2-metil-1,4-

maftoquinona (menadiona).
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Se evalud la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados del conjunto
BIOCAN mediante el ensayo de reduccién del XTT en placas de poliestireno de 96
pocillos (MicroTest™, Becton Dickinson Labware, NJ, USA) siguiendo la metodologia
previamente descrita por Valentin y cols. (Valentin etal. 2012) con ligeras

modificaciones (Figura 3.2).

El indculo se preparé a partir de un cultivo de 24 horas en agar Sabouraud. A partir
de este cultivo se inoculd un tubo con 2 mL de medio de peptona, extracto de levadura 'y
glucosa (YPD), el cual se incub6 a 30 °C durante 24 horas en agitacion orbital a 100 rpm.
Posteriormente se realizd un lavado mediante centrifugacion de las células (5 min, 2500
rpm), recogiéndolas finalmente en PBS. Se ajusté la cantidad de células a 1x107 ufc/mL,
mediante lectura de la transmitancia del 45% a una longitud de onda de 530 nm.
Finalmente se realiz6 una dilucion 1:10 en medio RPMI 1640 (sin bicarbonato, con
glutamina y ajustado a pH 7 con MOPS 0,1 M), siendo la concentracion celular final de
1x108 ufc/mL. Cada aislado se estudio por cuadruplicado, afiadiendo 0,2 mL de indculo
en tres pocillos consecutivos. Se incluyeron en cada ensayo la cepa de referencia C.
albicans SC5314 como control positivo, debido a su capacidad para formar biopelicula.
Ademas, se incluyé una cepa no formadora de C. albicans (CA-2). En cada placa se
incluyeron también cuatro pocillos consecutivos en los que solo se afiadi6 RPMI y que

actuaron como blanco.

Tras la incubacion, se retir6 el RPMI y las células plancténicas no adheridas se
eliminaron mediante lavado por triplicado de cada pocillo con 0,25 mL de PBS estéril.
Se prepar6 una solucion de XTT- menadiona 1 uM disolviendo 1,2 pL de menadiona en
12 mL de XTT (1 mg/mL). Se afiadieron 0,1mL de la soluciéon XTT- menadiona a cada
uno de los pocillos de la placa y posteriormente esta se incub6 en oscuridad a 37 °C
durante 2 horas. Posteriormente se determiné la DOag, utilizando un espectrofotometro

para placas de microtitulacién (Multiskan Ascent, ThermoLab systems).
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= Cultivo en agar Sabouraud
= Incubacion: 24 h, 37 °C.

l Preparacion del inéculo
= Agitacion orbital 100 rpm, 24 h, 30 °C
2 mL YPD = Lavado centrifugacion de las células. 5 min, 2500 rpm.
= Resuspenderen PBS. Ajustar transmitancia a 45% X 530 nm (1x107 ufc/mL)
= Dilucién 1:10 en 1 mL RPMI (1x10° ufc/mL)

Ensayo de reduccion del XTT
0,1 mL / pocillo = 0,1 mL/pocillo del indculo. Cada aislado por cuatriplicado.
= Incubacion: 24 h, 37 °C.
= Lavado por triplicado con PBS
= Adicion de 0,1 mL /pocillo de la solucion XTT-menadiona
= Incubacion en oscuridad 2 h.

Aislado
% Control positivo (CA SC5314)
Control negativo (CA-2)
Control RPMI

. Lectura
5 S ¥ = Medida de la DOy,

Figura 3.2. Protocolo de trabajo para la determinacién de la capacidad de adherencia en placas de
poliestireno mediante el método de reduccion del XTT.

Para interpretar los resultados, se utiliz6 la clasificacion previamente descrita por
Valentin y cols. (Valentin etal. 2012) con algunas modificaciones. Los aislados de
Candida spp. se consideraron no formadores de biopelicula cuando la DOa4g, fue menor
de 0,2. La capacidad de adherencia de los aislados con DOag> mayor de 0,2 se clasifico
en tres categorias identificadas con la misma nomenclatura que en la tincion de cristal
violeta para facilitar el anélisis comparativo entre ambas técnicas (Tabla 3.4). A la DOag,
promedio de cada aislado se restd la DOag2 de los pocillos que contenian solo RPMI

(blanco).

Tabla 3.4. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados
mediante el método de reduccion del XTT.

DOag2 Clasificacion

DO < 0,200 No formadora

0,200 < DO < 0,399 Poco formadora

0,400 < DO < 0,999 Moderadamente formadora

DO > 1.000 Fuertemente formadora
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3.2 ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD CELULAR SUPERFICIAL

La etapa méas temprana del proceso de adherencia de un microorganismo a una

superficie inerte es un proceso inespecifico basado en las fuerzas de atraccion y repulsion

electrostatica en el que la hidrofobicidad de ambas superficies (microorganismo y

biomaterial) juega un papel muy importante (Jabra-Rizk et al. 2001). El test de adhesion

microbiana a hidrocarburos es un ensayo bifasico agua-xileno en el cual las células

hidrofobas quedan retenidas en xileno, produciendo como consecuencia una reduccion de

la DOegoo del cultivo inicial (Rosenberg 2006).

La hidrofobicidad celular superficial (HCS) se determiné mediante protocolo descrito

por Gelis y cols. (Gelis et al. 2012) (Figura 3.3).

Los aislados se cultivaron en agar Sabouraud durante 24 horas a 37 °C.

. A partir de este cultivo se inocul6 un tubo con 2 mL de YPD, el cual se incub6 en

agitacion orbital durante 24 horas a 30 °C.

Tras la incubacion las células se sometieron a un lavado mediante centrifugacion
en PBS por triplicado y se afiadieron a un tubo con 3 mL de PBS y se ajustd a una
DOsoo de 1.

Se afiadio 150 pL de xileno y se incub6 10 minutos a 30 °C, tras lo cual se realiz
una agitacion vorticial durante 1 minuto. Tras la agitacion se dejé la suspension a
temperatura ambiente durante 20 minutos para favorecer la separacion de las
fases.

Se retiro el xileno y se midi6 la DOsoo final de la fase acuosa.

La hidrofobicidad celular superficial se calculé como el porcentaje de reduccion de la

DOsoo de la fase acuosa inicial, segun queda expresado en la siguiente ecuacion:
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TPty —y Cultivo 2 mL YPD. 30 °C 24 h
= 4
- =l
Cultivo 24 h agar Sabouraud a 37 °C.
K
“ Lavado enPBS. 5 min, 2.500 rpm
Cyo

Afladir 150 pL de Xileno I Retirar el Xileno

> >

1. Incubacion 10 min. 30 °C.
Agitacion vorticial cada 1 min

ﬁ 2. Dejar 20 min. T* ambiente

DOy, final

PBS. 3 mL

Ajustar la suspension a DOgq, de 1
DOy, inicial

Figura 3.3. Protocolo de trabajo para la determinacion de hidrofobicidad celular superficial en aislados
de Candida spp.

3.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LOS ANTIFUNGICOS SOBRE LAS
CEPAS EN FASE DE CRECIMIENTO PLANCTONICO

3.3.1 Método de microdilucion comercial Sensititre YeastOne®

El panel comercial Sensititre YeastOne® Y10 (Sensititre; Thermo Scientific, USA)
es un método colorimétrico de microdilucidon en caldo el cual incorpora un indicador de
crecimiento de 6xido-reduccidn (resazurina) que cambia de color azul a rosa en presencia
de crecimiento fangico en el pocillo y facilita la lectura visual del mismo (Canton et al.
2013).

Este metodo ha demostrado una buena correlacion y reproducibilidad cuando se
compara con el método de referencia M27-A3 del CLSI (Cantdn et al. 2005). El panel
consiste en una placa de microtitulacién de 96 pocillos que contienen resazurina y
concentraciones dobles seriadas de anfotericina B, caspofungina, anidulafungina,
micafungina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol y 5-fluorocitosina
(Figura 3.4). El panel contiene como medio de cultivo RPMI suplementado con 1,5% de

glucosa y ajustado a pH 7 = 0,1 utilizando acido morfolino propano sulfénico (MOPS).
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Se ensayd la sensibilidad de los aislados BIOCAN en fase de crecimiento plancténico.
El in6culo se prepar6 a partir de un cultivo de 24 horas en agar Sabouraud. Se
resuspendieron de 3 a 5 colonias en un tubo de agua destilada hasta alcanzar una turbidez
de 0,5 en la escala McFarland (1x10® ufc/mL). Se inocul6 20 pL de esta suspension en
11 mL de medio de cultivo (1x10% ufc/mL). Se rehidrat6 el panel afiadiendo 0,1 mL de

esta suspension a cada pocillo y se incubd durante 24 - 48 horas a 37 °C.

La lectura se realiz0 a las 24 horas, comprobando previamente el cambio de color de
azul a rosa del pocillo control. En caso contrario, se dejo incubar mas tiempo hasta
observar dicho cambio de color. La CMI del antifingico es la concentracion mas baja del

mismo en la que no se produce cambio de color, es decir, el primer pocillo azul.

Control AND AND AND AND AND AND AND AND AND AND AMB
positivo 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 0,12
MEG MEG MEG MEG MEG MEG MEG MEG MFG MEG MEG AMB
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 0,25
CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS CAS AMB
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 0.5
5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC 5-FC AMB
0,06 0,12 0,25 0.5 1 2 4 8 16 36 64 1
POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS AMB
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 2
VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR VOR AMB
0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 4
ITR ITR ITR ITR ITR ITR ITR ITR ITR ITR ITR AMB
0,015 0.03 0.06 0,12 025 0.5 1 2 4 8 16
FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC FLC
0,12 0,25 0.5 1 2 4 g 16 32 64 128 256

Figura 3.4. Distribucion de los antifungicos y sus concentraciones en el planel de microdilucion
comercial Sensititre YeastOne® YO10.

3.3.2 Método de referencia de microdilucién en caldo M27-A3

El método de referencia M27-A3 es una técnica microdilucion en caldo estandarizada
por el Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) para la realizacion de pruebas de
sensibilidad a antifungicos en las levaduras del género Candida spp. y Cryptococcus spp.
(Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008). La sensibilidad a anfotericina B y a
anidulafungina de los aislados BIOCAN en fase de crecimiento plancténica se estudio

siguiendo esta metodologia.
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Se prepar6 una solucion madre de anfotericina B (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y
anidulafungina (Pfizer, Madrid, Espafia) en dimetil sulféxido (DMSO) a una
concentracion de 1.600 mg/L, la cual se diluy6 1:10 en DMSO y 1:50 en RPMI. A partir
de esta concentracion se prepararon las concentraciones de ensayo mediante diluciones

dobles aditivas y se afiadio 0,1 ml de cada una de estas a su respectivo pocillo en la placa.

Se prepard una suspension 0,5 McFarland en agua estéril a partir de un cultivo de 24
horas en agar Sabouraud. Posteriormente esta suspension se diluy6 1:1.000 en RPMI para
alcanzar 1x10° ufc/mL. Se afiadieron 0,1 mL de in6culo en los pocillos de la columna 2
a la 12. Los pocillos de la columna 1 contenian solo RPMI y actuaron como control de
esterilidad. La columna 12 no contenia antifingico y actu6 como control de crecimiento.
Como control de pureza del cultivo, y del in6culo se sembraron 10 pL de la columna 12
en CHROMagar Candida. El panel se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

La CMI obtenida mediante lectura visual se definié como la concentracion mas baja
de antifangico que produce una inhibicién aparente del crecimiento >50% en
anidulafungina y de 100% en anfotericina B. La CMI obtenida mediante lectura
espectrofotométrica se definié como la concentracion mas baja de antifungico cuya DO4os
es <50% del pocillo control de crecimiento en anidulafungina, y <5% del pocillo control

de crecimiento en anfotericina B.

3.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LOS ANTIFUNGICOS SOBRE LAS
CEPAS EN FASE DE CRECIMIENTO EN BIOPELICULA

El ensayo de reduccion del XTT, previamente descrito, no solo es Util para determinar
la capacidad de adherencia de Candida spp. en placas de poliestierno, sino que, ademas
es una metodologia adecuada para estudiar la sensibilidad a los antifingicos de la
biopelicula de Candida spp. (Pierce et al. 2008). Mediante esta técnica, la actividad del
antifungico se ve reflejada en la reduccion de la actividad metabdlica de la biopelicula
expuesta durante 48 horas al antifingico comparada con la actividad metabolica la

biopelicula no expuesta (control).
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La sensibilidad a anfotericina B y a anidulafungina de los aislados BIOCAN en fase
de crecimiento en biopelicula se estudié segun la metodologia descrita por Valentin y
cols. (Valentin et al. 2012). A partir de un cultivo de 24 horas en agar Sabouraud se
preparo el inoculo siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.1.4 y se afiadieron
0,1 mL a cada uno de los pocillos de las columnas 2 a la 12. Para formar la biopelicula,
la placa se incubd durante 24 horas a 37 °C (Figura 3.5). Tras la incubacién, se retir el
medio de cultivo y se lavaron los pocillos tres veces con PBS para eliminar las células no
adheridas. Se afadio al panel diluciones dobles seriadas de los antifingicos (0,03 a 16
mg/L) siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.3.2, incluyendo siempre los

pocillos de control de esterilidad y de control de crecimiento.

Las placas con antifingico se incubaron durante 48 horas a 37 °C. Tras la incubacion,
se retird el medio de cultivo y se lavaron nuevamente tres veces con PBS para eliminar
las células planctonicas. Se afiadieron 0,1 mL de la solucion de XTT-menadiona a cada
pocillo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.1.4 y se incubaron en
oscuridad 2 horas a 37 °C. Tras la incubacién, se realiz6 una lectura espectrofotométrica
de la placa a DOag2. Por cada aislado se prepararon tres filas de pocillos (columnas 2 a
12). La CMI de la biopelicula (CMIB) se definié como la concentracién mas baja de
antifungico capaz de producir una reduccion de la DOasg2 >50% (CMIBsp), >80%

(CMIBgo) y >90% (CMIBg), con respecto al control de crecimiento.

1. Formacion de la biopelicula

= Cultivo en 2 mL YPD
\—:'5;:;-_'%- — = Agitacion orbital IHQ rpm, 24 h, 30 °C 0,1 mL indculo. Cc_vlumnas 2-12
e = Lavado en PBS. 5 min, 2500 rpm. 0,1 mL RPMI. Columna 1
agar Sabouraud = Resuspender en PBS. T a 45% DOs; i
24 h,37°C. = Dilucion 1:10 en RPMI 1. Incubacion
24 horas a 37°C.
2. Lavado con PBS
2. Adicion del antiflingico por triplicado
H -m

| Concentraciones ensayadas: 0,03-16 mg/L o
eI 0,1 mL antifingico Columnas 2-11
0,1 mL RPMI. Columnas 1, 12

Solucién madre de antifingico 1:10 en DMSO

(1600 mg/L) 1:50 en RPMI 1. Incubacién
24 horas a 37 °C.
2. Lavado con PBS
por triplicado.

3. Lectura de la placa

i = (,ImL XTT-menadiona

Solucion XTT Img/mL
menadiona 1pM

Incubacion en oscuridad.
2h,37°C.
Lectura DOyq,

Figura 3.5. Protocolo de trabajo para la determinacion la sensibilidad a anfotericina B y anidulafungina
mediante el ensayo de reduccion del XTT.

64



Material y Métodos

35 CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LA BIOPELICULA DE CANDIDA
SPP. FORMADA SOBRE PTFE Y TITANIO

3.5.1 Caracteristicas técnicas y operacionales del CDC Biofilm Reactor

ElI CDC Biofilm Reactor (CBR) consiste en un vaso de un litro, cubierto por una tapa
fabricada en polietileno de ultra alto peso molecular (UHMW) la cual aloja 8 columnas
de polipropileno que actian como portadiscos (Figura 3.6). Cada portadiscos es capaz de
alojar en su parte inferior hasta un maximo de tres muestras del biomaterial en estudio,
presentadas en forma de discos, los cuales se aseguran a su soporte mediante el ajuste de
un tornillo lateral. Cada disco actia como superficie de crecimiento de la biopelicula y
puede ser retirado asépticamente del dispositivo para su posterior analisis. Una vara de
vidrio, unida a la tapa superior y situada en el eje central del vaso, actia como eje de
rotacion sobre el cual gira una veleta de agitacion magnética. Esta veleta permite la
mezcla y homogenizacion del medio de cultivo. EI CBR va colocado sobre una placa de
agitacion magnética no climatizada que permite controlar la velocidad de agitacion

rotacional. Todo el equipo es autoclavable y reutilizable.

Biosurface Technologies Corporation (Bozeman, MT, USA) suministrd las cuatro
unidades CBR (modelo CBR 90-1) utilizadas en el estudio. Debido al desgaste y fractura
de algunos componentes plasticos, asi como la oxidacion de los componentes metalicos,
algunos portadiscos fueron reemplazados durante el estudio por recambios originales
(Portadiscos CBR-2203).

La American Society for Testing and Materials (ASTM) ha estandarizado el CBR
(método E2562-12) para el estudio de la biopelicula microbiana en condiciones de
movimiento continuo del medio de cultivo. EI método permite estudiar tanto la
colonizacion y formacion del biopelicula microbiana sobre los biomateriales como la
actividad de agentes antimicrobianos, biocidas y desinfectantes sobre la misma (Goeres
et al. 2005).
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Puerto superior de carga Tapa de UHMW
Vaso de vidrio Portadiscos
Discos
Veleta de agitacion magnética \ Puerto inferior de descarga

Figura 3.6. Representacion esquematica del CDC Biofilm Reactor (Modelo CBR90). Tomado de
Biosurface Technologies Corp. (http://www.biofilms.biz/).

El CBR puede operar de dos maneras:

1) Batch mode durante el cual los puertos de carga y descarga de fluidos se mantienen

cerrados de manera tal que no se realiza recambio del medio de cultivo.

2) Continuous flow mode durante el cual se hace circular medio de cultivo fresco a
través del dispositivo, utilizando una bomba peristaltica para introducir medio de cultivo
fresco, antibidticos, desinfectantes, etc. a través del puerto superior de carga y retirando
fluidos mediante el puerto de descarga lateral, conectado a un depdsito de desechos. En
este modo de operacion, es posible controlar la reposicion y concentracion de nutrientes
y antimicrobianos en el interior del CBR modificando la impulsion de la bomba

peristaltica.
Ademas, el CBR puede operar en condiciones anaerobias utilizando el modelo CBR

90-3, el cual incluye juntas de silicona situadas en las entradas de los portadiscos y entre
el vaso de vidrio y la tapa de UHMW.
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3.5.2 Biomateriales

El CBR permite estudiar una gran variedad de biomateriales, con distinta composicion
y diversas propiedades fisicoquimicas y estructurales, como pueden ser: polimeros
plasticos, metales, ceramicas, entre otros. Para poder estudiar un biomaterial en el CBR,
este debe ser presentado en forma de disco y debe ajustarse a unas dimensiones de 1,27
cm de diametro y 0,3 cm de alto (Figura 3.7).

Una unidad CBR es capaz de alojar en su interior hasta un maximo de 24 discos y por
tanto ofrece hasta un maximo de 24 oportunidades de muestreo. En el presente trabajo se
estudid la formacion y erradicacion de la biopelicula de Candida spp. sobre discos de
PTFE (Modelo RD 128-PTFE) vy titanio comercialmente puro (Modelo RD128-Ti),
ambos suministrados por Biosurface Technologies Corp. Cada unidad CBR fue equipada
con 12 discos de PTFE distribuidos en 4 portadiscos y 12 discos de titanio
comercialmente puro distribuidos en otros 4 portadiscos. Esta distribucion nos permitio
extraer de cada unidad CBR 3 discos de PTFE y 3 discos de titanio cada 24 horas para
realizar las cinéticas de crecimiento o curvas de letalidad con una duracién méxima de 96

horas.

La posibilidad de combinar dos biomateriales en una misma unidad CBR asegura una
mejor comparacion de los resultados obtenidos entre ambos biomateriales ya que estos

estan sometidos a las mismas condiciones experimentales.

Tornillos de sujecion

e

Marco de encaje de discos

Columna de polipropileno

\ DD
: \ Discos
Tope de profundidad

Figura 3.7. Representacion esquematica del portadiscos (Modelo CBR-2203). Tomado de Biosurface
Technologies Corp. (tomado de: http://www.biofilms.biz/).
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3.5.3 Preparacion del inéculo

Las cepas se resembraron al menos dos veces en agar Sabouraud (24 horas a 37 °C)
para asegurar su pureza y viabilidad. A partir de este cultivo se resuspendieron 1-3
colonias en 10 mL de YNBG y se incubaron en agitacion orbital de 150 rpm, durante 12
horas a 37 °C para obtener un cultivo en fase de crecimiento exponencial. Tras la
incubacion, se ajusto la densidad celular de la suspension a 2 McFarland (1x108 ufc/mL).

3.5.4 Cinéticas de formacion de la biopelicula de Candida spp.

El CBR se equipd con 12 discos de PTFE y 12 discos de titanio y se cargd con 400
mL de YNBG y con 1 mL del in6culo de Candida spp. La concentracion final en el CBR
estuvo comprendida entre 8x10* a 2,7x10° ufc/mL. El CBR se colocé en la placa de
agitacion magnética y la velocidad de rotacién se ajusto a 125 rpm y se oper0 en batch
mode durante 96 horas. La temperatura en el interior del mismo se mantuvo en 30 £ 1 °C

durante todo el experimento.

A las 24, 48, 72 y 96 horas se extrajeron 3 discos de PTFE y 3 discos de titanio para
determinar el nimero de células viables presentes en la superficie de los mismos,

mediante un procedimiento de agitacion vorticial, sonicacién y cultivo cuantificado.

3.5.5 Cuantificacion de las células viables presentes en la biopelicula

En cada uno de los puntos temporales del experimento se extrajeron dos portadiscos
del CBR, uno equipado con tres discos de PTFE y otro equipado con tres discos de titanio.
Se realizd una retirada aséptica de los discos (Figura 3.8), liberdndolos de su marco de
sujecion y colocandolos en una placa estéril himeda. Cada uno de ellos se lavd con 14
mL de PBS para retirar las formas planctonicas no adheridas al biomaterial. Una vez

retiradas las células no adheridas, el disco se colocd en un tubo con 1 mL de YNBG.

68



Material y Métodos

Figura 3.8. Extraccion de los discos del CBR.

Para desprender la biopelicula adherida a la superficie del biomaterial, cada tubo,
conteniendo un disco en su interior, se sometid a agitacién vorticial a 2.500 rpm durante
1 minuto, sonicacion a 50 kHz en un bafio sonicador (P-Selecta, Ultrasons H, Barcelona,

Espafia) durante 5 minutos y nueva agitacion vorticial durante 1 minuto (Figura 3.9).

O = Cultivo en agar Sabouraud
= = Incubacion: 24 h, 37 °C.

Cultivo en 10 mL YNBG
Agitacion orbital 150 rpm, 12 h, 37 °C
Ajustar la densidad optica a 2 McFarland (1x10% ufc/mL)

(] «—

=)
&

Equipar el CBR con 12 discos de PTFE y 12 discos de titanio
Esterilizar mediante autoclave. 20 min, 121 °C.

Afiadir 400 mL de YNBG

Aifadir 1 mL de in6culo

Incubar 96 h, 37 °C

B Q = Extraccion aséptica de tres discos de PTFE y tres discos de titanio
1 mL 1mL alas24h,48h,72hy 96 h.

l Conservar en un tubo con 1 mL de YNBG.

=
ke

Agitacion vorticial. 1 min, 2.500 rpm
Sonicacion. 5 min, 50 kHz
Agitacion vorticial. 1 min, 2.500 rpm

PTFE Titanio = Lavar cada disco con 14 mL de PBS

{
-
KL AN
|

l Diluir 0,1 mL (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) en suero fisiologico

Q o = Sembrar 0,1 mL de cada diluciéon en agar BHA

Figura 3.9. Protocolo de trabajo para el estudio de la cinética de crecimiento
de la biopelicula de Candida spp.
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Para determinar el nimero de células viables adheridas por unidad de superficie de
material, el caldo obtenido tras sonicacién se diluyé en suero fisiolégico (1:10, 1:100,
1:1.000y 1:10.000) y 0,1 mL de cada dilucion se cultivé en agar BHA (Becton Dickinson,
EE. UU). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C (Figura 3.10).

100 uL 100yl  100pL  100pL  100puL

Y Y Y N

Caldo obtenido H H H H H H
tras sonicacion 1 mL 900 puL U 900uL U 900uL U 900 uI \UJ 900 uL

100uL  100pL  100pL  100pL  100puL

Dilucion: 10! 107 10° 10 107

Figura 3.10. Protocolo de trabajo para cuantificar el nimero de células viables
presentes en la biopelicula.

Los resultados del cultivo tras sonicacién, expresados en ufc/mL se transformaron en
Logio del nimero de células adheridas por unidad de superficie (ufc/cm?) segun la
ecuacion descrita por Goeres y cols. (Goeres et al. 2005), teniendo en cuenta que el area

de cada superficie del disco es 1,267 cm?.

Log,o ufc/cm? = 2 X( Log,o(media ufc/placa) + Log,o(volumen caldo tas sonicaciéon)

+ Logqo(dilucion) — Log,o(sembrado) — Logy(area del disco))

Con el fin de minimizar el sesgo, los dos biomateriales se ensayaron en el mismo
CBR. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El limite inferior de deteccion

de células viables de este modelo fue de 10 ufc/mL.
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3.6 ESTUDIO MICROSCOPICO DE LA BIOPELICULA DE 24 HORAS DE
CANDIDA SPP. SOBRE SUPERFICIES DE PTFE

Se estudio mediante microscopia electronica la biopelicula de Candida spp. de 24
horas de maduracion formada en PTFE utilizando la microscopia electronica de barrido
criogénica (cryo-SEM). Esta técnica es un tipo de microscopia electronica en el cual las
muestras se observan tras congelacion en nitrégeno. Posee especial interés para el estudio
de la biopelicula ya que, al no requerir ninguna tincion, fijacion o cristalizacion previa,

es posible observar la estructura nativa de la muestra.

Para ello, se preparé una unidad CBR con discos de PTFE, 400 mL de YNBG y 1 mL
de indculo de la levadura segin la metodologia descrita previamente en el apartado 3.5.3.
Se extrajo un disco de PTFE de un CBR tras 24 horas de cultivo. Se lavo con 14 mL de
PBS para retirar las células plancténicas y se conservo en 1 mL de YNBG para su

transporte al cryo-SEM (Figura 3.11).

El disco se sumergi6 en nitrégeno nieve a -210 °C para congelar la muestra y
conservar las caracteristicas morfoldgicas. Posteriormente se cargé en un Cryo-trans
System CT 1500 C (Oxford Instruments, Reino Unido) y se transfirié al microscopio
electrénico de barrido JSM 5410, (Jeol, Japon). Se realiz6 una sublimacion de la escarcha
superficial a -90 °C durante 25 minutos y se recubri6 con oro en condiciones de vacio (0.2
kPa, 40 mA). La observacion microscopica se realizd a una distancia de 15 mm y

utilizando un voltaje de 10 kV.

$r @

—_—

|

= Extraccion aséptica
de un disco de PTFE

= Conservacion y transporte
en 1 mL de YNBG

= Carga del disco en el
Cryo-trans

= [nmersion en nitrégeno
nieve. -210°C.

= Introduccion del Cryo-Trans
en el SEM
= Sublimacion. 25 minutos, -90 °C
= Recubrimiento con oro.
= Observacion. 10 kV, 15 mm.

Figura 3.11. Protocolo de trabajo para la observacion de la biopelicula de Candida spp. mediante
microscopia electrénica de barrido criogénica (cryo-SEM).
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3.7 ACTIVIDAD DE LOS ANTIMICROBIANOS SOBRE LA BIOPELICULA
DE CANDIDA SPP. FORMADA SOBRE PTFE Y TITANIO

3.7.1 Cinética de la actividad de los antifungicos sobre la biopelicula de Candida
spp. formada en PTFE y titanio utilizando el CBR

Se evalud la actividad de anfotericina B, 5-fluorocitosina, terbinafina, anidulafungina,
caspofungina, micafungina y posaconazol sobre la biopelicula del aislado C. tropicalis
B10 formada sobre superficies de PTFE y titanio. Se seleccion6 un rango de
concentraciones incluyendo la concentracién maxima (Cmax) alcanzada en suero tras la
administracion de una dosis estandar para cada uno de los antifngicos ensayados (Tabla
3.5) (Cifani et al. 2012)(Maertens et al. 2014) (Catalan Gonzalez y Montejo Gonzélez
2008)(Hosseini-Yeganeh y McLachlan 2002)(Vermes et al. 2000). Los antifingicos se
disolvieron segun su coeficiente de solubilidad en agua o DMSO (Apartado 9.3). La

concentracion de DMSO fue inferior al 1% en todos los ensayos.

Tabla 3.5. Concentraciones de los antifingicos ensayadas sobre las biopeliculas de Candida spp.
formadas en PTFE v titanio.

Antifangico Disolvente Concentraciones ensayadas (mg/L)
Anfotericina B Agua 1,5, 5, 10, 20, 40
Posaconazol DMSO 1,2,4,8
Caspofungina DMSO 4,8, 16, 32
Anidulafungina Agua 4,8, 16, 32
Micafungina Agua 4,8, 16, 32
Terbinafina Agua 1,2, 4
5-Fluorocitosina Agua 10, 20, 40

Se prepardé la unidad CBR con discos de PTFE y titanio, 400 mL de YNBG y 1 mL
de indculo de C. tropicalis B10, segun la metodologia descrita previamente. Tras 24 horas
de cultivo y antes de afadir el farmaco, se extrajeron tres discos de PTFE y tres discos de
titanio (tiempo 0) y se determiné el nimero de células viables adheridas en su superficie
(Logio ufc/cm?) mediante el procedimiento de agitacion vorticial y cultivo tras sonicacion
previamente descrito en el apartado 3.5.5. Se extrajeron 3 discos de PTFE y tres discos
de titanio tras 24, 48 y 72 horas de exposicién al farmaco para determinar el nimero de

células viables en su superficie. Los resultados se expresaron como diferencia en el
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nimero de células viables (A Logio ufc/cm?) en cada punto experimental con respecto al

tiempo 0.

3.7.2 Cinética de la actividad de anfotericina B y anidulafungina combinadas

La actividad de anfotericina B combinada con anidulafungina sobre las biopeliculas,
de 24 horas de maduracion de Candida spp. formadas sobre superficies de PTFE y titanio,
se estudid a las concentraciones de 40 mg/L y 8 mg/L respectivamente. A las 24,48 'y 72
horas de exposicion, se extrajeron discos siguiendo el procedimiento previamente
descrito en el apartado 3.5.5. Anfotericina B y anidulafungina se disolvieron en agua
(Apartado 9.3) antes de ser afiadidas al CBR.

3.7.3 Cinética de la actividad de los compuestos con actividad desestructuradora

La actividad de anidulafungina y anfotericina B combinadas con rifampicina,
claritromicina, &acido etilendiaminotetraacético, N-acetilcisteina y farnesol sobre la
biopelicula de Candida spp. formada en PTFE vy titanio se determind, utilizando
concentraciones cercanas a la concentracion maxima alcanzada en suero tras la
administracion de una dosis estandar (Cmax). Se dejé madurar la biopelicula durante 24
horas en el CBR y posteriormente se afiadié anidulafungina 8 mg/L combinada con los
compuestos desestructuradores de la biopelicula a las concentraciones indicadas en la
Tabla 3.6. Se extrajeron discos de PTFE y titanio a las 24, 48 y 72 horas de exposicion a
las combinaciones ensayadas, siguiendo el procedimiento previamente descrito en el
apartado 3.5.5.

La actividad de anfotericina B combinada con rifampicina, claritromicina, &cido
etilendiaminotetraacético, N-acetilcisteina y farnesol, se estudio sobre la biopelicula de
Candida spp. formada en PTFE y titanio, en este caso, a concentraciones que se utilizan
habitualmente en la terapia de sellado antimicrobiano de catéteres venosos centrales. Los
ensayos se realizaron sobre biopeliculas de 24 horas de maduracion en el CBR a las
concentraciones indicadas en la Tabla 3.6. EI nimero de células viables adheridas a los
discos tras 24, 48 y 72 horas de exposicion, se determind siguiendo el procedimiento

previamente descrito en el apartado 3.5.5. Los antifingicos y los compuestos ensayados
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se disolvieron segun su coeficiente de solubilidad en agua 0 DMSO (Apartado 9.3). La

concentracion de DMSO fue inferior al 1% en todos los ensayos.

Tabla 3.6. Concentraciones de los diversos compuestos ensayados en combinacién con anfotericina B y
anidulafungina sobre la biopelicula de C. tropicalis B10 formada en PTFE v titanio.

Concentraciones ensayadas

Compuesto
Anidulafungina 8 mg/L Anfotericina B 1.000 mg/L
EDTA 30 mg/L 30.000 mg/L
Rifampicina 10 mg/L 1.000 mg/L
N-acetilcisteina 40 mg/L 4.000 mg/L
Claritromicina 5 mg/L 1.000 mg/L
Farnesol 30 uM 300 uM

3.8 ANALISIS DE DATOS

3.8.1 Andlisis cinético y estadistico

La cinética de crecimiento se estudié utilizando la tasa de crecimiento K (Log1o
ufc/em?*ht), definida como el incremento en ndmero de células viables adheridas por
unidad de tiempo, la cual se obtuvo a partir de la ecuacion: Ni=Nox ™!, donde N; expresa
el numero de células adheridas en el tiempo t, No el nimero de células adheridas en el
inicio del experimento y t el tiempo de incubacion. La cinética de letalidad se determind
ajustando los datos a una regresion lineal o regresion cuadréatica. La bondad de los ajustes
se evalu6 mediante el coeficiente de determinacion r2. La concordancia entre técnicas se

analizé utilizando el indice de Kappa y el coeficiente de correlacion de Pearson.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico R (version 3.3.2).
Se realiz6 un modelo de regresion lineal con triple interaccion (tiempo, biomaterial y
antifngico) para detectar diferencias significativas en los recuentos de células viables y
en las cinéticas de letalidad en los distintos biomateriales. Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p<0,05. La estadistica descriptiva del conjunto de datos incluyo
tanto medidas de centralidad (media, mediana) como de dispersion (desviacion estandar,

rango intercuartilico).
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3.8.2 Interaccioén entre farmacos

La interaccidn entre antimicrobianos y sustancias con capacidad desestructuradora de
la biopelicula se clasificd siguiendo los criterios previamente establecidos para los
analisis de curvas de letalidad (Lewis etal. 2002) (Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 2016). La interaccién se defini6 como sinérgica cuando hubo una
disminucion en células viables (ufc/cm?) a las 72 horas > 2 Logio en comparacion con el
farmaco mas activo, aditiva si la diferencia en células viables era <2 Logio y >1 Logio,
indiferente si la diferencia en células viables es <1 Logio y antagonico cuando hay un

incremento en células viables > 2 Logio con respecto al farmaco menos activo.

75






4 RESULTADOS







Resultados

4.1 SINTESIS DEL TRABAJO REALIZADO

1. Se hadeterminado la capacidad de formacion de biopelicula de 90 aislados
clinicos procedentes de pacientes de la Clinica Universidad de Navarra mediante
la tincion con cristal violeta.

2. Se seleccionaron los dos aislados de cada especie con mas capacidad de
formacion de biopelicula y junto con una cepa de referencia ATCC® de cada
especie se constituyd el conjunto BIOCAN (15 cepas). Se confirmé nuevamente
la capacidad de formacion de biopelicula de estas cepas mediante el ensayo de
reduccion del XTT.

3. Se estudio la hidrofobicidad celular superficial de las cepas BIOCAN
mediante el Test de Adhesion Microbiana a Hidrocarburos.

4. Se determind la sensibilidad de las células planctonicas de las cepas
BIOCAN a los antifungicos mediante el método comercial Sensititre YeastOne®
y el método de microdilucién en caldo M27-A3.

5. La sensibilidad a anfotericina B y anidulafungina de las biopeliculas
formadas por las cepas BIOCAN se evalu6 mediante el ensayo de reduccion del
XTT.

6. Seestudio la cinética de formacion de la biopelicula de las cepas BIOCAN
sobre PTFE y titanio en el CDC Biofilm Reactor durante 96 horas.

Se selecciond la cepa de C. tropicalis B10 para continuar con el estudio debido a que
fue la cepa con mayor recuento de células viables adheridas a la superficie de PTFE y
titanio a las 24 horas, tuvo uno de los valores més altos de hidrofobicidad celular
superficial y los recuentos celulares durante 96 horas tuvieron el menor rango
intercuartilico dentro del conjunto BIOCAN. Ademas, C. tropicalis fue la especie que

presentd la CMIB mas alta a anfotericina B y anidulafungina.

7. Lacinética de letalidad de 7 antifngicos (anfotericina B, 5-fluorocitosina,
terbinafina, caspofungina, anidulafungina, micafungina y posaconazol) se estudio
sobre la biopelicula de C. tropicalis B10, formada sobre PTFE vy titanio (Figura
4.2).
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8. La cinética de letalidad de la combinacion de anfotericina B y
anidulafungina se estudio sobre las biopeliculas de C. tropicalis B10, B11 y
ATCC® 750 formadas sobre PTFE v titanio.

9. La cinética de letalidad de anfotericina B y anidulafungina, combinadas
con EDTA, N-acetilcisteina, rifampicina, claritromicina o farnesol se estudio
sobre la biopelicula de C. tropicalis B10 formada en PTFE vy titanio.

Se selecciond el EDTA y la rifampicina por haber mostrado efecto sinérgico o aditivo
al combinarse con anfotericina B y anidulafungina sobre la biopelicula de C. tropicalis.
Se decidio estudiar la eficacia de estos dos compuestos sobre la biopelicula de la cepa de
cada especie del grupo BIOCAN que presentdé mayor nimero de células adheridas a las
24 horas sobre PTFE Yy titanio.

10. La cinética de letalidad de anfotericina B y anidulafungina, combinadas
con EDTA vy rifampicina se estudio sobre la biopelicula de C. albicans B2, C.

parapsilosis B4, C. krusei B7 y C. glabrata B13. formada en PTFE y titanio.

Las concentraciones utilizadas y los aislados en los que se han realizado los ensayos

descritos se especifican en las Figuras 4.1y 4.2.

90 aislados clinicos
C. albicans, C. parapilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata

\

Determinacion de la capacidad de adherencia y seleccion de los mas adherentes
Tincién con cristal violeta

‘

Conjunto 15 cepas BIOCAN
10 aislados clinicos (2 mds adherentes de cada especie)
5 cepas de referencia (1 por especie)

Adherencia. Ensayo de reduccion del XTT

Hidrofobicidad celular superficial. Test adhesion a hidrocarburos
Sensibilidad plancténica. Sensititre YeastOne® y M27-A3
Sensibilidad biopelicula. Ensayo de reduccion del XTT
Cinéticas de adherencia a PTFEYy titanio. CDC Biofilm Reactor

\

Seleccion de la cepa C. fropicalis B10
Mayor adherencia a las 24 horas en PTFE y titanio
Biopelicula mas resistente a anfotericina B y anidulafungina
Elevada hidrofobicidad celular superficial

Figura 4.1 Esquema de los puntos 1 al 7 de la sintesis.
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Estudios sobre la biopelicula de C. fropicalis
Biopelicula de 24 horas C. tropicalis B10 formada en PTFE vy titanio

1

» Cinética de letalidad y efecto de la concentracion de los antifiingicos:
- Anfotericina B: 1,5, 5, 10, 20, 40 mg/L
- 5-fluorocitosina:10, 20, 40 mg/L
- Terbinafina:1, 2, 4 mg/L
- Caspofungina: 4, 8, 16,32 mg/L
- Anidulafungina: 4, 8, 16, 32 mg/L
- Micafungina: 4, 8, 16, 32 mg/L
- Posaconazol: 1, 2, 4, 8 mg/L

» Cinética de la actividad combinada de anfotericina B (40 mg/L) con
anidulafungina (8 mg/L).

» Cinética de la actividad combinada de anfotericina B (1000 mg/L) con:

- EDTA 30.000 mg/L

- Rifampicina 1.000 mg/L

- N-acetilcisteina 4.000 mg/L
- Claritromicina 1.000 mg/L
- Farnesol 300uM

» Cinética de la actividad combinada de anidulafungina (8 mg/L) con:
- EDTA 30 mg/L
- Rifampicina 10 mg/L
- N-acetilcisteina 40 mg/L
- Claritromicina 5 mg/L
- Farnesol 30uM

|

Estudios sobre las biopeliculas de ofras especies
Biopeliculas de 24 horas de C. albicans B2, C. parapsilosis B4,
C.krusei B7, C. glabrataB13 formadas en PTFE vy titanio.

|

» Cinética de la actividad combinada de anfotericina B (1000 mg/L) con:

- EDTA 30.000 mg/L
- Rifampicina 1.000 mg/L

» Cinética de la actividad combinada de anidulafungina (8 mg/L) con:
- EDTA 30 mg/L
- Rifampicina 10 mg/L

Figura 4.2 Esquema de los puntos 8 al 11 de la sintesis.
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4.2 CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOPELICULAS EN LOS AISLADOS
CLINICOS

Se estudio la capacidad de formacién de biopelicula de 90 aislados clinicos de
Candida spp. mediante la tincidn con cristal violeta (Tabla 4.1). En total, el 63% (57) de
los aislados estudiados present6 algun grado de formacion de biopelicula. Por especies,
el 100% de los aislados de C. tropicalis tuvieron algin grado de formacion de biopelicula,
seguidos de C. parapsilosis y C. krusei (73%), C. albicans (53%) y C. glabrata (50%).
Ademas, C. tropicalis mostré el mayor porcentaje de aislados clasificados como
moderada y fuertemente formadores (88%), seguidos de C. parapsilosis (53%), C. krusei
(33%), C. glabrata (32%) y C. albicans (23%).

Tabla 4.1 Origen y distribucidn de las cepas segun su capacidad de formacion de biopelicula.

Total de aislados
formadores
No Poco  Moderada Fuerte (%)

Capacidad de formacion de biopelicula

Especie Ne° de aislados

C. albicans

Hemocultivo 17 8 5 3 1 9 (53)
C. parapsilosis

Bilis 4

Catéter Intravascular 3

7

1

Hemocultivo

Liquido ascitico

Total 15 4 3 2
C. krusei

Bilis 3 1 2
Catéter de drenaje
intraabdominal

[N
=
)

o kN oW

11 (73)

Hemocultivo
Liquido ascitico

N oUW N
-

Liquido pleural

Total 15 4 6 2
C. tropicalis

Bilis

Catéter de drenaje biliar

w -

11(73)

Hemocultivo

N P PN

Liquido ascitico
Liquido pleural

=

Liquido sinovial
Total
C. glabrata

Bilis 10 4 3 1 2
Catéter de drenaje
intraabdominal 2 1 1

© P RPN R RPW

1 1 7 9 (100)

Catéter Intravascular

Hemocultivo 13 7 2 4

Liquido ascitico 1 1

Liquido pleural 4 1 1 2

Total 34 17 7 6 4 17 (50)
Total (%) 90 33(37) 22 (23) 14 (16) 21 (23) 57 (63)
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Por region anatémica, el mayor porcentaje de aislados clinicos con capacidad de

formacion de biopelicula se localiz6 en el grupo de los procedentes de liquidos biologicos

(excepto sangre) (76%), seguido de los aislados de sangre (56%) y catéteres (50%) (Tabla

4.2).

Tabla 4.2 Distribucion de los aislados clinicos segln la procedencia

y su capacidad de formacion de biopelicula

Regi6n anatomica N de Capacidad de formacion de biopelicula Total de aislados
aislados No Poco Moderada  Fuerte formadores (%)
Catéteres 12 6 1 5 6 (50)
Sangre 41 18 10 4 23 (56)
Otros Liquidos biol6gicos 37 9 11 12 28 (76)
Total 90 33 22 21 57 (63)

Se seleccionaron los dos aislados clinicos méas formadores de cada especie que, junto

con las cepas de referencia ATCC® formaron el conjunto de cepas BIOCAN.

Posteriormente se confirmé la capacidad de formacion de biopelicula de las cepas
BIOCAN mediante el ensayo de reduccion del XTT (Tabla 4.3).

Tabla 4.3 Capacidad de formacién de biopelicula de los aislados BIOCAN determinada mediante la
tincion con cristal violeta (CV) y ensayo de reduccion del XTT.

Aislado Origen Clasificacion CV Clasificacion XTT
C. albicans
B1 Hemocultivo Moderada Poco
B2 Hemocultivo Moderada Poco
ATCC® 90028 Cepa de referencia ATCC®  Moderada Moderada
C. parapsilosis
B4 Catéter intravascular Fuerte Moderada
B5 Catéter intravascular Fuerte Moderada
ATCC® 22019 Cepa de referencia ATCC®  Fuerte Poco
C. krusei
Liquido de drenaje
B7 intraabdominal Fuerte Poco
Catéter de drenaje
B8 intraabdominal Fuerte Poco
ATCC® 6258 Cepa de referencia ATCC®  Fuerte Fuerte
C. tropicalis
B10 Hemocultivo Fuerte Fuerte
B11 Catéter de drenaje Biliar Fuerte Fuerte
ATCC® 750 Cepa de referencia ATCC®  Poco Poco
C. glabrata
B12 Hemocultivo Moderada Moderada
B13 Liquido pleural Fuerte Moderada
ATCC® 90030 Cepa de referencia ATCC®  Poco Moderada
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No se encontrd concordancia entre la clasificacion de la capacidad de formacion de
biopelicula por tincion de cristal violeta y reduccién del XTT, indice de Kappa 0,167 +
0,176 (IC 95 %= -0,178 a 0,511). Aunque no se obtuvo correlacion entre la DOs7o
obtenida en la tincion con cristal violeta y la DOasg2 obtenida en el ensayo de reduccion
del XTT (R= 0,764, R?>= de 0,58), se observo en estas variables una tendencia a variar en
el mismo sentido en todas las especies estudiadas (Figura 4.3). Los aislados clinicos B10
y B11 de C. tropicalis destacaron por presentar, al mismo tiempo, los valores mas altos
de DO tanto mediante la tincion con cristal violeta como por el ensayo de reduccion del
XTT.

40 - —e—DO 570 nm —0—D0 492 nm

3,5 A

3,0
C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. trgpicalis C. glabrata
2,5 A

DO

2,0 A
15 4
1,0 1

0,0

B1 B2 ATCC® B4 B5 ATCC® B7 B8 ATCC® BI10 B1l ATCC® BI12 B13 ATCC®

Figura 4.3. Representacidon grafica de los valores de absorbancia obtenidos con cristal violeta (DOs) y
el ensayo de reduccion del XTT (DOag2).

4.3 ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD CELULAR SUPERFICIAL

Se midié la hidrofobicidad celular superficial de los aislados BIOCAN mediante el
test de adhesion microbiana a hidrocarburos. La hidrofobicidad dependié del aislado
estudiado (Tabla 4.4). Los aislados clinicos de C. tropicalis y C. parapsilosis tuvieron los
valores mas elevados de hidrofobicidad, superiores al 70%. Sin embargo, las cepas de
referencia ATCC® de estas dos especies mostraron valores de hidrofobicidad inferiores
al 22%. Para C. krusei y C. glabrata la hidrofobicidad fue mas variable. Los valores
estuvieron comprendidos entre el 14 y el 75%. C. albicans fue la especie con menor
hidrofobicidad celular superficial, inferior al 30% los tres aislados analizados.
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Tabla 4.4 Hidrofobicidad celular superficial (HCS) de los aislados BIOCAN

Aislado DOy inicial DOsqo final HSC (%)
C. albicans

B1 0,903 0,661 26,8

B2 0,852 0,672 211

ATCC® 90028 0,883 0,775 12,2
C. parapsilosis

B4 0,742 0,150 79,8

B5 0,300 0,046 84,7

ATCC® 22019 0,340 0,320 5,9
C. krusei

B7 0,580 0,390 32,8

B8 0,590 0,150 74,6

ATCC® 6258 0,470 0,210 55,3
C. tropicalis

B10 0,490 0,130 735

B11 0,560 0,130 76,8

ATCC® 750 0,460 0,360 21,7
C. glabrata

B12 0,640 0,550 141

B13 0,620 0,370 40,3

ATCC® 90030 0,560 0,190 66,1

Al comparar capacidad de adherencia, determinada mediante la tincién con cristal
violeta (DOs70) con la hidrofobicidad celular superficial, se observo una tendencia a variar
en el mismo sentido, especialmente en C. albicans y C. tropicalis (Figura 4.4). Algunos
aislados como C. parapsilosis B4 y B5, C. krusei B8 y C. glabrata B13 y ATCC® 90030,
mostraron unos valores de hidrofobicidad celular superficial proporcionalmente méas

elevados con respecto a su capacidad de formacidn de biopelicula.

Figura 4.4. Representacion gréfica de los valores de absorbancia obtenidos con la tincion de cristal

—e—DO570nm —o— HSC (%)

4 C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis C.glabrata [ 100
- 80
3 4
g g
o 605
[a) 2 4 wn
I
F 40
1 4
r 20
0 0

B1 B2 ATCC® B4 B5 ATCC® B7 B8 ATCC® BI10 B11 ATCC® B12 B13 ATCC®
violeta (DOsr) Y la hidrofobicidad celular superficial. Cada punto representa un aislado BIOCAN.
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4.4 ACTIVIDAD DE LOS FARMACOS SOBRE LOS AISLADOS BIOCAN

4.4.1 Actividad de los antifungicos sobre las células planctonicas de los aislados
BIOCAN

Los aislados BIOCAN en fase de crecimiento plancténico fueron sensibles a los
antifingicos testados mediante el panel comercial Sensititre YeastOne® (Tabla 4.5),
interpretado segun el Clinical and Laboratory Standards Institute. Sin tener en cuenta las
resistencias intrinsecas naturales a fluconazol en C. krusei y C. glabrata, solamente la
cepa de referencia C. krusei ATCC® mostré una sensibilidad intermedia a 5-
fluorocitosina (CMIse: 8 mg/L).

Tabla 4.5 Actividad de los antiflingicos sobre cada uno de los aislados BIOCAN en fase de crecimiento
plancténico, determinado mediante el panel comercial Sensititre YeastOne®.

Antiflngico
Aislado AMB AND MCF CAS 5FC PZ VOR ITR FLZ
C. albicans
B1 0,12 0,015 0,008 0,015 0,06 0,015 0,008 0,015 0,125
B2 0,25 0,015 0,008 0,03 0,006 0,015 0,008 0,015 0,25

ATCC®90028 0,25 0,015 0,008 0,06 0,125 0,015 0,008 0,06 0,5
C. parapsilosis

B4 025 025 0,125 025 0,125 0,015 0,008 0,03 0,25

B5 0,25 1 0,5 0,25 0,125 0,03 0,008 0,06 0,5

ATCC® 22019 0,25 0,25 025 025 0,125 0,03 0,015 0,06 1
C. krusei

B7 0,5 0,06 0,06 0,125 4 0,125 0,125 0,125 16

B8 0,25 0,015 0,06 0,125 4 0,25 0,25 0,125 32

ATCC® 6258 05 0015 0,06 0,125 8 0,125 0,125 0,125 32
C. tropicalis

B10 025 025 0008 025 006 0125 0,125 0,125 2

B11 05 0,125 10,008 006 006 025 0125 0,125 05

ATCC® 750 0,12 0,015 0,008 0,015 006 006 0,03 0,06 0,5
C. glabrata

B12 05 0,015 0,008 0,125 0,06 4 2 8 64

B13 05 0,015 0,008 0,125 0,06 0,5 0,25 0,5 16

ATCC® 90030 0,12 0,03 0,015 0,06 0,06 0,125 0,03 0,125 4
AMB Anfotericina B, AND anidulafungina, MCF micafungina, CAS caspofungina, 5FC 5-fluorocitosina,

PZ posaconazol, VOR voriconazol, ITR itraconazol, FLZ fluconazol

La CMI de anfotericina B y anidulafungina en los aislados BIOCAN, por el método
de referencia M27-A3 se muestra en la Tabla 4.5. La CMIso de anidulafungina estuvo
comprendida entre 0,016 y 0,25 mg/L, excepto para los tres aislados de C. parapsilosis,
cuyas CMlso fueron de 1 mg/L. La CMIo de anfotericina B, estuvo comprendida entre
0,25y 1 mg/L.
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4.4.2 Actividad de los antifingicos sobre las biopeliculas de los aislados BIOCAN

La CMIBsg de anidulafungina para las biopeliculas de C. tropicalis fue mayor de 16
mg/L mientras que para el resto de especies estuvo comprendida entre <0,03 y >16 mg/L.
La CMIBgo de anidulafungina para las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis y C.
tropicalis fue mayor de 16 mg/L mientras que para las de C. krusei y C. glabrata
estuvieron comprendidas entre 0,06 y > 16 mg/L (Tabla 4.6).

La CMIBso de anfotericina B para los aislados BIOCAN estuvo comprendida entre
0,03 y 1 mg/L mientras que la CMIBg fue igual o mayor de 8 mg/L para las biopeliculas
de C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis, excepto para las cepas de referencia cuyas
CMlgo fueron 0,5, 0,5 y 4 mg/L, respectivamente. La CMIBgo para C. krusei y C. glabrata

estuvo comprendida entre 0,5y 2 mg/L.

Tabla 4.6 Actividad de anfotericina B y anidulafungina sobre las células planctdnicas
y en biopelicula de los aislados BIOCAN, determinada mediante el método M27-A3
y el ensayo de reduccién del XTT, respectivamente.

Anfotericina B Anidulafungina

Aislado CMI CMIBsy; CMIBg CMIBg CMI  CMIBs;, CMIBg CMIBy
C. albicans

B1 025 0,12 1 8 0,016 >16 >16 >16

B2 0,25 0,06 1 8 0,016 4 >16 >16

ATCC®90028 0,25 0,03 0,12 0,5 0,12  <0.03 >16 >16
C. parapsilosis

B4 1 0,06 0,25 >8 1 8 >16 >16

B5 1 0,25 0,5 >8 1 4 >16 >16

ATCC® 22019 0,5 0,06 0,12 0,5 1 2 >16 >16
C. krusei

B7 1 0,12 0,5 0,5 0,12  0.03 0,12 0,12

B8 1 0,12 0,5 0,5 0,25 0,06 0.12 0,25

ATCC®6258 0,5 0,25 0,5 0,5 0,016 <0.03 0,5 >16
C. tropicalis

B10 025 0,25 4 >8 0,03 >16 >16 >16

Bi11 0,25 1 >8 >8 0,016 >16 >16 >16

ATCC® 750 05 0,12 2 4 0,03 >16 >16 >16
C. glabrata

B12 0,5 0,06 0,25 0,5 0,06 <0.03 0,06 0,06

B13 0,25 0,016 1 2 0,06 <0.03 0,06 0,12

ATCC®90030 0,25 0,03 0,12 2 0,03  <0.03 0,12 0,12
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En la Figura 4.5 se muestra la correlacion entre la capacidad de formacion de
biopelicula, medida mediante la tincidn con cristal violeta (DOs70) y Log2 de la CMIB de
la biopelicula de Candida spp. a anfotericina B. Se observé una correlacion exponencial
positiva (R?= 0,6) entre estas dos variables. Las CMIBso mas elevadas se correspondieron
con una mayor densidad éptica. Sin embargo, no se obtuvo correlacion entre la capacidad
de formacion de biopelicula medida mediante el ensayo de reduccién del XTT (DOag2) y
la CMIB.
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R2=0,6053
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Figura 4.5. Analisis de correlacion entre la capacidad de formacién de biopelicula, determinada mediante
la tincién con cristal violeta (DOs7o) y la CMIBso de anfotericina B. Cada punto representa una cepa de C.

albicans (e), C. parapsilosis (©), C. krusei (m), C. tropicalis (o) o C. glabrata (A).

4.4.3 Actividad de los compuestos con actividad desestructuradora sobre las
biopeliculas de los aislados BIOCAN

Los compuestos con actividad desestructuradora de la biopelicula seleccionados en este
estudio no mostraron actividad sobre las biopeliculas de los aislados BIOCAN. La CMIBso y
CMIBgo de EDTA, rifampicina, N-acetilcisteina, claritromicina y farnesol para las
biopeliculas de los aislados BIOCAN fueron > 1.000 mg/L, >20 mg/L, >80 mg/L, >128
mg/L y >200 uM, respectivamente.
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45 CINETICA DE FORMACION DE LA BIOPELICULA DE CANDIDA SPP.
SOBRE SUPERFICIES DE PTFE Y TITANIO

4.5.1 Cinética de formacion de las biopeliculas de C. albicans sobre PTFE y titanio

La cinética de adhesion de C. albicans a PTFE vy titanio se estudi6 durante 96 horas
en el CBR. EI nimero de células viables se incrementd de manera exponencial sobre
PTFE y sobre titanio durante las primeras 24 horas, tras las cuales se observo una fase
estacionaria que se prolongé hasta el final del experimento, a excepcion de la cepa de

referencia, que continu6 adhiriéndose sobre titanio hasta las 96 horas (Figura 4.6).

C. albicans B1 C. albicans B2
6 6 -
5 1 —o—PTFE 5 —o— PTFE
4 4 4
€ E
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23 8 31
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S 24 a2 A
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14 14
0 T T T , 0 T T T ,
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (h) Tiempo (h)

C. albicans ATCC® 90028

5 —o—PTFE

—e— Titanio

0 24 48 72 %
Tiempo (h)
Figura 4.6. Cinética de formacion de la biopelicula de C. albicans. sobre discos de PTFE y titanio durante

96 horas en un CDC Biofilm Reactor. Cada punto representa la media y la desviacién estandar de tres
discos.
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La velocidad de adhesion (K), expresada en Logio ufc/cm?*h?, fue siempre mayor
sobre PTFE que sobre titanio, tanto para los aislados clinicos B1 (Kerre= 0,16, Kritanio=
0,09) y B2 (Ketre= 0,19, Kritanio= 0,09) como para la cepa de referencia (Ketre= 0,17,
Kritanio= 0,02).

La media de células viables adheridas, en los 4 puntos, sobre PTFE fue de 4,04+0,38
Logio ufc/cm? en el aislado B1, 4,56+0,21 Logio ufc/cm? en el aislado B2 y 4,20+0,24
Logio ufc/cm? en la cepa de referencia, mientras que, sobre titanio, la media de células
adheridas fue de 2,53+0,45 Logio ufc/cm? en B1, 2,23+0,44 Logio ufc/cm? en B2 y
2,07+0,61 Logio ufc/cm? en la cepa de referencia. Los recuentos de células viables
adheridas fueron, para todas las cepas, significativamente mayores sobre PTFE que sobre
titanio (p<0.01). Al comparar en un mismo biomaterial los recuentos celulares obtenidos
en cada cepa observamos que sobre PTFE, el nimero de células adheridas del aislado
clinico B2 fue significativamente mayor que las obtenidas en el aislado clinico Bl y la
cepa de referencia (p<0,01). Por el contrario, sobre titanio, no se obtuvieron diferencias

significativas entre ninguno de los aislados estudiados (p>0,05) (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Representacion gréafica de la mediana, cuartiles y valores maximos y minimos de células
viables adheridas de C. albicans sobre cada biomaterial y cepa ensayada.
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4.5.2 Cinética de formacion de las biopeliculas de C. parapsilosis sobre PTFE y
titanio

En C. parapsilosis, la cinética de adherencia sobre ambos biomateriales mostro
diferencias con respecto a C. albicans. En este caso, el numero de células viables se
incrementd de manera exponencial sobre ambos biomateriales. EI maximo de células
viables se alcanzo a las primeras 48 horas en los aislados clinicos B4 y B5 mientras que,
en la cepa de referencia, el recuento méximo se alcanzo a las 72 horas sobre PTFE y a las
24 horas sobre titanio. Posteriormente se observo una fase estacionaria en B4 y en la cepa

de referencia mientras que en el aislado clinico B5 se obtuvo una reduccion significativa
del nimero de células (p<0,01) (Figura 4.8).

C. parapsilosis B4 C. parapsilosis B5
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Figura 4.8. Cinética de crecimiento de la biopelicula de C. parapsilosis sobre discos de PTFE vy titanio

durante 96 horas en un CDC Biofilm Reactor. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de
tres discos.
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La velocidad de adhesion K (Logio ufc/cm?*h™) fue similar en PTFE y sobre titanio
para los aislados clinicos B4 (Kptre=0,14, Kritanio=0,12) y B5 (Kp1re=0,11, Kritanio=0,11).
Sin embargo, en la cepa de referencia la velocidad obtenida sobre PTFE fue superior a la
obtenida sobre titanio (Ketre=0,11, Kritanio=0,05).

En los aislados clinicos B4 y B5 el nimero de células adheridas sobre PTFE fue
similar al obtenido sobre titanio. En B4 se obtuvo un recuento medio de células viables
de 6,26+1,03 Logio ufc/cm?sobre PTFE y 5,58+0,85 Logao ufc/cm? sobre titanio mientras
que en el aislado clinico B2 se obtuvo un recuento medio de 4,72+0,65 Logio ufc/cm?
sobre PTFE y 4,35+0,98 Logio ufc/cm? sobre titanio. Sin embargo, en la cepa de
referencia los recuentos de células viables adheridas fueron, significativamente mayores
sobre PTFE que sobre titanio (5,16+0,57 vs. 1,74+1,08 Logio ufc/cm?) (p<0.01). Sobre
PTFE no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los aislados
estudiados (p>0,05) mientras que, sobre titanio, el nimero de células viables adheridas
de los aislados clinicos B4 y B5 fue significativamente superior al obtenido en la cepa de
referencia (p<0,01) (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Representacion grafica de la mediana, cuartiles y valores maximos y minimos de células
viables adheridas de C. parapsilosis en cada biomaterial y cepa ensayada.
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4.5.3 Cinética de formacion de las biopeliculas de C. krusei sobre PTFE vy titanio

Los aislados clinicos B6, B7 de C. krusei y la cepa de referencia mostraron una
cinética de formacion de la biopelicula similar. EI nimero de células viables se
incrementd de manera exponencial sobre PTFE y sobre titanio durante las primeras 24
horas, tras las cuales se obtuvo una reduccién significativa del nimero de células en las
3 cepas estudiadas y en ambos biomateriales (p<0,01) (Figura 4.10). Sobre PTFE, la
velocidad de adhesion K (Logio ufc/cm?*ht) fue similar a la obtenida sobre titanio para
los aislados clinicos B7 (Kptre=0,18, Kritanio=0,17) y B8 (Kp1re=0,19, Kritanio=0,17) y
ligeramente superior a la obtenida sobre titanio en el caso de la cepa de referencia
(Kptee=0,20, Kritanio=0,15).
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Figura 4.10. Cinética de crecimiento de la biopelicula de C. krusei sobre discos de PTFE y titanio durante
96 horas en un CDC Biofilm Reactor. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de tres
discos.
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En el aislado clinico B7 se obtuvo un recuento medio de células viables de 3,95+0,42
Logio ufc/cm? sobre PTFE y 3,29+0,67 Logio ufc/cm? sobre titanio, en el aislado B8 este
recuento fue de 3,76+0,91 Logio ufc/cm? sobre PTFE y 3,49+0,7 Logio ufc/cm? sobre
titanio. En la cepa de referencia recuento medio fue de 4,2+0,55 Logio ufc/cm? sobre
PTFE y 2,85+0,53 Logao ufc/cm? sobre titanio.

En general, el nmero de células adheridas sobre PTFE fue ligeramente superior a las
obtenidas sobre titanio. Solo se encontré diferencia significativa en el caso de la cepa de
referencia (p<0,01). Al comparar las biopeliculas formadas por las distintas cepas sobre
un mismo biomaterial no se obtuvieron diferencias significativas ni sobre PTFE ni sobre
titanio (p>0,05). (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Representacion grafica de la mediana, cuartiles y valores maximos y minimos de células
viables adheridas de C. krusei en cada biomaterial y cepa ensayada.

94



Resultados

4.5.4 Cinética de formacion de las biopeliculas de C. tropicalis sobre PTFE y
titanio

La cinética de adhesion de dos aislados clinicos de C. tropicalis, al igual que en C.
parapsilosis, fue distinta de la obtenida en la cepa de referencia. EI nimero de células
viables en las biopeliculas de los aislados clinicos B10 y B11 se increment6 de manera
exponencial sobre PTFE y sobre titanio durante las primeras 24 horas, tras las cuales se
observd una fase estacionaria. Sin embargo, en la cepa de referencia, el nimero de células
adheridas continu6 creciendo sobre titanio hasta las 48 horas, tras las cuales experimento
una reduccion significativa (p<0,01) (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Cinética de crecimiento de la biopelicula de C. tropicalis sobre discos de PTFE vy titanio

durante 96 horas en un CDC Biofilm Reactor. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de
tres discos.
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La velocidad de adhesion K (Logio ufc/cm?*h™) se comport6 de distinta forma segun
la cepa. Los aislados clinicos B10 (Kptre=0,2, Kritanio=0,18) y B11l (Kptre=0,21,
Kritanio=0,17) mostraron una velocidad similar en ambos biomateriales mientras que la

cepa de referencia se adhirié mas rapido sobre PTFE (Kptre=0,17, Kritanio=0,06).

Sobre PTFE, el recuento medio de células viables fue de 4,73+0,32 Logio ufc/cm? en
B10, 4,42+0,56 Log1o ufc/cm? en B11 y 4,14+0,15 Logio ufc/cm? en la cepa de referencia.
Sobre titanio, el recuento fue de 4,29+0,31 Logio ufc/cm?, 3,49+0,45 Logio ufc/cm? y
2,17+0,57 Logio ufc/cm? respectivamente.

En la cepa de referencia, el nimero de células viables adheridas sobre PTFE fue
significativamente mayor que las adheridas sobre titanio (p<0.01). En los aislados
clinicos, no hubo diferencias significativas (p>0,05). Sobre titanio, el namero de células

adheridas en la cepa de referencia, fue significativamente en los aislados clinicos (p<0,01)
(Figura 4.13).
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Figura 4.13. Representacion grafica de la mediana, cuartiles y valores maximos y minimos de células
viables adheridas de C. tropicalis en cada biomaterial y cepa ensayada.
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455 Cinética de formacion de la biopelicula de C. glabrata sobre PTFE y titanio

Las tres cepas estudiadas de C. glabrata mostraron distinto comportamiento cinético.
El nimero de células viables se incrementd de manera exponencial sobre PTFE y sobre
titanio durante las primeras 24 horas en el aislado clinico B13, 48 horas en la cepa de
referencia y 72 horas en el aislado clinico B14. Posteriormente se observo una fase
estacionaria en los aislados clinicos mientras que en la cepa de referencia se obtuvo una

reduccidn significativa en el nmero de células adheridas a PTFE (p<0,01) (Figura 4.14).

La velocidad de adhesion K (Logio ufc/cm?*ht) fue mayor sobre PTFE que sobre
titanio, tanto para los aislados clinicos B13 (Kptre=0,19, Kritanio=0,13) y B14
(Kptre=0,11, Kritanio=0,05) como para la cepa de referencia (Ketre=0,11, Kritanio=0,09).
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Figura 4.14. Cinética de crecimiento de la biopelicula de C. glabrata sobre discos de PTFE y titanio durante

96 horas en un CDC Biofilm Reactor. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de tres
discos.
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El recuento medio de células viables sobre PTFE fue de 4,78+0,32 Logio ufc/cm? en
B13, 5,67+2,25 Logio ufc/cm? en B14 y 4,57+0,69 Logio ufc/cm? en la cepa de referencia.
Sobre titanio, estos recuentos fueron de 2,99+0,64 Logio ufc/cm?, 5,25+1,23 Logao
ufc/cm? y 3,96+0,43 Logio ufc/cm? respectivamente. En el aislado B13 el nimero de
células adheridas sobre PTFE fue significativamente mayor que sobre titanio (p<0,01),
sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre biomateriales en el caso
del aislado B14 y la cepa de referencia (p>0,05).

Sobre titanio, el aislado B13 mostrd6 un numero de células viables adheridas,
significativamente superior que el del aislado B14 (p<0,01) y la cepa de referencia
(p=0,01). Sobre PTFE, no se obtuvieron diferencias significativas entre los recuentos de
las distintas cepas estudiadas (p>0,05) (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Representacion gréafica de la mediana, cuartiles y valores méximos y minimos de células
viables adheridas de C. glabrata en cada biomaterial y cepa ensayada.
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45.6 Comparacion del numero de células adheridas sobre cada biomaterial segun
la especie de Candida

Los recuentos de células viables obtenidas para cada uno de los aislados del conjunto
BIOCAN se agruparon por especies para estudiar las posibles diferencias en la capacidad
de formacion de biopelicula. En la Tabla 4.7 se exponen en logaritmo de los recuentos
medios obtenidos en cada biomaterial y la diferencia obtenida entre ambos para cada

especie.

El promedio de células viables adheridas sobre PTFE fue significativamente mayor
en todas las especies (p<0,01). Sobre PTFE, C. parapsilosis y C. glabrata mostraron
mayor capacidad de adherencia que C. albicans, C. krusei y C. tropicalis (p<0,01). Sobre
titanio C. albicans mostro menor capacidad de formacion de biopelicula que el resto de

las especies (p<0,01).

Tabla 4.7. Células viables adheridas sobre PTFE vy titanio, durante las 96 horas de ensayo, agrupadas
segln las especies estudiadas del conjunto BIOCAN.

Logzo ufc/cm?

Especies N° de aislados 'A Logo ufc/cm?
PTFE Titanio
C. albicans 3 4,27 £0,35 2,28 £0,52 1,98
C. parapsilosis 3 5,37 +£0,99 3,88+£1,90 1,49
C. krusei 3 3,98 £ 0,66 3,21+£0,68 0,77
C. tropicalis 3 4,43 +0,45 3,31+£0,99 1,11
C. glabrata 3 501+142 4,07+124 0,94

Los datos representan la media + desviacion estandar de tres aislados.
! Diferencia en el nimero de células adheridas sobre PTFE vy titanio

4.5.7 Relacién entre la hidrofobicidad celular superficial y el nUmero de células
adheridas en cada biomaterial

Al relacionar el numero de células adheridas a titanio a las 24 horas con la
hidrofobicidad celular superficial observamos que cuanto mayor es la hidrofobicidad,
mayor es el nimero de células positivas, siendo la correlacion de tipo exponencial
positivo (r’= 0,71) (Figura 4.16 A). Sin embargo, sobre PTFE, no se obtuvo correlacion

alguna.

99



Resultados

Cuando relacionamos la diferencia entre el nimero de células adheridas a PTFE y
titanio a las 24 horas observamos que los aislados con menor hidrofobicidad celular
superficial tuvieron la mayor diferencia en el nimero de células adheridas entre ambos
biomateriales. Por ejemplo, la cepa menos hidréfoba (C. parapsilosis ATCC® 22019) fue
la que tuvo la mayor diferencia en el nimero de células adheridas (> 4 Logio ufc/cm?)
(Figura 4.6). Sin embargo, las cepas mas hidrofobas (HCS> 75%) la diferencia en el
niimero de células adheridas en ambos biomateriales, fue menor de < 1 Logio ufc/cm?

(Figura 4.16 B).

Se analizd también la relacion entre la velocidad de adhesion (K= Logio ufc/cm?*ht)
con la hidrofobicidad celular superficial. Aunque sobre titanio, no se obtuvo correlacion
entre estas variables, se observé una tendencia a variar en el mismo sentido (Figura 4.17).

Sin embargo, sobre PTFE no se observd esta tendencia.
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Figura 4.16. Correlacion entre la hidrofobicidad celular superficial y 1) el nimero de células adheridas a
titanio a las 24 horas (A) y 2) la diferencia en el nimero de células adheridas en ambos biomateriales a las

24 horas (B). Cada punto representa una cepa de C. albicans (e), C. parapsilosis (©), C. krusei (m), C.
tropicalis (o) o C. glabrata (A)
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Figura 4.17. Representacién gréafica de los valores de hidrofobicidad celular superficial (HCS) y
velocidad de adhesion a titanio (Kiinio). Cada punto representa un aislado BIOCAN.

46 SELECCION DEL AISLADO PARA LOS ENSAYOS DE CINETICA DE
LETALIDAD Y OTROS ESTUDIOS

C. tropicalis fue la especie que presenté mayor capacidad de formacion de biopelicula
en placa de poliestierno y valores mas altos de CMIB para AMB y AND. Ademas, fue
una de las especies con mayor hidrofobicidad celular superficial. El aislado clinico B10
de C. tropicalis fue la cepa que presentd el mayor nimero de células viables adheridas
tanto a PTFE como a titanio en las primeras 24 horas de cultivo en el CBR. Ademas,
mantuvo un recuento estable de células adheridas durante las 96 horas de cultivo en el
CBR, mostrando el menor rango intercuartilico de todo el conjunto BIOCAN. Por este
motivo se eligid este aislado para los ensayos de cinética de letalidad de antifingicos y la
combinaciéon de los mismos con compuestos con actividad desestructuradora de la

biopelicula, previstos en los apartados 8, 9 y 10 del plan de trabajo.

Previamente, la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre PTFE se estudio en el
microscopio electrénico de barrido cryo-SEM para confirmar la presencia de una
biopelicula madura sobre el biomaterial a las 24 horas. Tras 6 horas de incubacion en el
CBR se observo la presencia de blastosporas aisladas y pseudohifas adheridas a la
superficie (Figura 4.18 A, B).
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Tras 12 horas de incubacion, sobre la superficie del biomaterial se pudieron observar
agregados celulares consistentes en acimulos de blastosporas, con algunas pseudohifas
de gran tamarfio (Figura 4.18 C, D). Finalmente, tras 24 horas de incubacion, se observo
la presencia de una mezcla de blastosporas y pseudohifas, inmersas en un abundante

material extracelular (Figura 4.18 E, F).

) 30 pm : T pm 1
Figura 4.18. Blastosporas y pseudohifas de C. tropicalis adheridas a PTFE tras 6 (A, B), 12 (C, D)
y 24 horas (E, F) de cultivo en el CBR.
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47 CINETICA DE LETALIDAD DE LOS ANTIFUNGICOS SOBRE LA
BIOPELICULA DE C. TROPICALIS FORMADA SOBRE PTFE Y TITANIO

4.7.1 Cinética de letalidad de anfotericina B sobre la biopelicula de C. tropicalis
B10

Se determind la cinética de letalidad de 5 concentraciones de anfotericina B (1,5, 5,
10, 20 y 40 mg/L), durante 72 horas, sobre la biopelicula de C. tropicalis B10 formada
sobre PTFE vy titanio (Figura 4.19). Con la concentracion mas baja ensayada (1,5 mg/L)
no se produjo letalidad, sino un incremento significativo de células viables (promedio de
los tres tiempos experimentales) de 2,76+0,19 Logio ufc/cm? en PTFE y de 0,63+0,21
Logio ufc/cm?en titanio (p<0,01).

Con 5 mg/L, el nimero de células viables adheridas en ambos biomateriales se
mantuvo proximo al del tiempo 0. Los incrementos fueron de 0,37+0,23 Logio ufc/cm?
sobre PTFE y 0,08+0,97 Logio ufc/cm? en titanio. A partir de esta concentracion, la
anfotericina B redujo el nimero de células viables adheridas tanto en PTFE como en
titanio (p<0,01). La reduccion media obtenida con 10 mg/L fue de 0,8+0,54 Log1o ufc/cm?
en PTFE y 2,29+0,33 Logio ufc/cm?en titanio.
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Figura 4.19. Cinética de letalidad para anfotericina B sobre la biopelicula de C. tropicalis B10, formada
sobre PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto
al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de
la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.
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Con 20 mg/L, la reduccion fue de 1,53+0,2 Logso ufc/cm? en PTFE y 2,82+0,39 Logio
ufc/cm? en titanio. La maxima reduccion se alcanzé con 40 mg/L y fue de 3,09+1,08
Logio ufc/cm? (99,63% letalidad) en PTFE y de 4,51 Logio ufc/cm? (99,99% letalidad) en
titanio. En este ultimo biomaterial, se logré con 40 mg/L la erradicacion de la biopelicula
preformada mientras que en PTFE, la superficie permanecid colonizada con un total de

2,44+0,98 Logio ufc/cm?.

El efecto de AMB sobre la biopelicula de C. tropicalis se ajusto a una cinética lineal
en PTFE y titanio (R?= 0,99) (Figura 4.20). La constante de reduccion (K) fue similar en

ambos biomateriales (1,6 vs. 1,4).
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Figura 4.20. Relacion entre el Log. de la concentracion de anfotericina B y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada en
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y
72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.2 Cinética de letalidad de 5-fluorocitosina sobre la biopelicula de C. tropicalis
B10

La actividad de 5-fluorocitosina (10, 20 y 40 mg/L) se ensay0 sobre la biopelicula de
C. tropicalis formada en PTFE y titanio (Figura 4.21). En presencia de 10 mg/L, se obtuvo
una reduccion en el nimero de células viables adheridas (promedio de los tres tiempos
experimentales) de 1,17+0,11 Logio ufc/cm? en PTFE y 0.08+0.09 Logio ufc/cm? en

titanio.
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En el ensayo con 20 mg/L esta reduccion fue de 1,95+0,12 Logio ufc/cm? en PTFE
mientras que en titanio fue de 1,31+0,27 Logio ufc/cm?. Las células viables adheridas, se
redujeron en presencia de 40 mg/L un promedio de 2,23+0,15 Logio ufc/cm? en PTFE y
1,31%0,27 Logso ufc/cm?en titanio. la maxima reduccion en el nimero de células viables
se alcanzo en presencia de 5-fluorocitosina (40 mg/L) a las 72 horas sobre ambos
biomateriales y fue de 2,35+0,18 Logio ufc/cm? (99,55% letalidad) en PTFE y de
1,63+0,05 Logio ufc/cm? (97,63% letalidad) en titanio.
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Figura 4.21. Curvas de letalidad para 5-fluorocitosina sobre la biopelicula de C. tropicalis B10, formada
en PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto
al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de
la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.

La reduccion del numero de células viables en la biopelicula sobre PTFE, fue
significativa, en todas las concentraciones ensayadas (p<0,01). Sin embargo, en titanio,
las diferencias no fueron significativas. (p>0,05). Todas las concentraciones de 5-
fluorocitosina ensayadas fueron significativamente mas activas sobre la biopelicula
formada en PTFE (p<0,01). Sin embargo, no se logré la erradicacion completa de la
biopelicula formada en ninguno de los dos biomateriales ensayados. La relacion entre la
reduccion de células viables y el Logz de la concentracion de 5-fluorocitosina se ajusto a
una cinética lineal en ambos biomateriales (R?=0,93-0,99) (Figura 4.22). La constante de

reduccion (K) fue similar en ambos biomateriales (Kptre: -0,89 y Kritanio: -0,76).
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Figura 4.22. Relacion entre el Log» de la concentracion de 5-fluorocitosina y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y

72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.3 Cinética de letalidad de terbinafina sobre la biopelicula de C. tropicalis B10

Las cinéticas de letalidad de terbinafina (1, 2 y 4 mg/L) sobre la biopelicula de C.
tropicalis se estudiaron durante 72 horas en el CBR (Figura 4.23). Las células adheridas,
en el ensayo con 1 mg/L, se redujeron (promedio de los tres tiempos experimentales) en
1,18+0,17 Logio ufc/cm? sobre PTFE y en 0,5+0,17 Logio ufc/cm? sobre titanio. Con 2
mg/L, la reduccion fue de 1,66+0,14 Logo ufc/cm? en PTFE y 0,1620,23 Logao ufc/cm?,
En el ensayo con 4 mg/L, la reduccion fue de 1,82+0,17 Logio ufc/cm? en PTFE mientras
que en titanio fue de 0,09+0,11 Logio ufc/cm?. Durante los ensayos con terbinafina, la
maxima reduccion de células viables se obtuvo con 1 mg/L tras 24 horas de exposicion a
terbinafina y fue de 2,02 Logio ufc/cm? (99,04% letalidad) en PTFE y 0,68+0,03 Logio
ufc/cm? (79,01% letalidad) en titanio.
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Figura 4.23. Curvas de letalidad para terbinafina sobre la biopelicula del aislado clinico B10 de C.
tropicalis, formada en PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos
indican muerte de la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.

La terbinafina fue significativamente mas activa sobre las biopeliculas formadas en
PTFE que sobre las formadas en titanio (p<0,01). En titanio, no se obtuvieron diferencias
significativas entre las biopeliculas expuestas al antifungico y el control de crecimiento
(p>0,05). A las concentraciones ensayadas, no se consiguio la erradicacién completa de
la biopelicula formada en ambos biomateriales.

En la Figura 4.24 se muestra la relacion entre el Logio de la reduccion de células
viables en funcion del Log. de la concentracion de terbinafina (R?= 0,86-0,92). En PTFE,
la constante de reduccion de las células viables (K) fue de -0,46, mientras que, en titanio,

el nimero de células se incremento con la concentraciéon (K= 0,29).

107



Resultados

C. tropicalis B10 OPTFE e TITANIO

y =0,2945In(x) - 0,454

RZ = 0,8645
0 ! ——————————— d
SR B
L
(&)
ERE
§ P
& e
: O
........ (o]
21 y=-0463In(x) - 1,2323
R2=0,9244
3 I I
1 : 4

Log, Concentracion (mg/L)
Figura 4.24. Relacién entre el Log: de la concentracién de terbinafina y la diferencia de células viables con
respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre PTFE
y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 y 72
horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.4 Cinética de letalidad de caspofungina sobre la biopelicula de C. tropicalis B10

La cinética de letalidad de caspofungina, sobre la biopelicula de C. tropicalis formada
sobre PTFE vy titanio se estudié durante 72 horas a las concentraciones de 4, 8, 16 y 32
mg/L (Figura 4.25). En el ensayo con 4 mg/L la reduccion de células viables (promedio
de los tres tiempos experimentales) fue de 0,4+0,08 Logio ufc/cm? en PTFE y 0,19+0,11
Logio ufc/cm? en titanio. Con 8 mg/L, esta reduccion en PTFE fue de 0,37+0,29 Logio
ufc/cm? mientras que en titanio fue de 0,07+0,06 Logio ufc/cm?. Tras la exposicion a 16
mg/L de caspofungina, las células viables adheridas se redujeron 0,6+0,57 Logio ufc/cm?
en PTFE y se incrementaron 0,53+0,06 Logio ufc/cm? en titanio. Finalmente, en el ensayo
con 32 mg/L, se observé una reduccion en PTFE de 1,62+0,12 Logio ufc/cm? mientras en
titanio, hubo un incremento de 0,39+0,06 Logio ufc/cm?. La méaxima reduccion en el
namero de células viables se obtuvo tras 72 horas de exposicion a 32 mg/L de
caspofungina en PTFE (1,75 Logio ufc/cm?, 98,22% letalidad) y 4 mg/L en titanio
(0,3+0,41 Logio ufc/cm?, 50,29% de letalidad).
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Figura 4.25. Curvas de letalidad para caspofungina sobre la biopelicula del aislado clinico B10 de C.
tropicalis, formada en PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos
indican muerte de la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.

No hubo diferencias significativas entre el nimero de células viables expuestas a 4 y
8 mg/L de caspofungina con respecto al tiempo 0 en ambos biomateriales (p>0,05). Sin
embargo, con 32 mg/L se obtuvieron diferencias significativas en PTFE y en titanio con
16 mg/L (p<0,01).

Todas las concentraciones ensayadas fueron significativamente mas activas sobre la
biopelicula formada en PTFE (p<0,01). No se alcanzo la erradicacion completa de la

biopelicula formada en ambos biomateriales a las concentraciones ensayadas.

La reduccion de células viables en funcion de la concentracion de caspofungina fue
lineal en ambos biomateriales (R?>= 0,56-0,93) (Figura 4.26). En PTFE, la constante de

reduccion (K) fue de -0,05, mientras que, en titanio, esta constante fue positiva (K=0,02).
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Figura 4.26. Relacion entre el Logz de la concentracion de caspofungina y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y
72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.5 Cinética de letalidad de anidulafungina sobre la biopelicula de C. tropicalis
B10

La cinética de letalidad de anidulafungina (4, 8, 16 y 32 mg/L) sobre C. tropicalis se
estudio durante 72 horas en el CBR (Figura 4.27). En el ensayo con 4 mg/L se obtuvo un
incremento (promedio de los tres tiempos experimentales) en el nimero de células viables
en PTFE de 0,65+0,4 Logio ufc/cm? mientras que, en titanio, se observé una reduccion
de 0,51+0,66 Logao ufc/cm?. Tras la exposicion a 8 mg/L, se obtuvo una reduccion en el
nimero de células viables de 0,31+0,11 Logio ufc/cm? en PTFE y 0,61+0,25 Logo
ufc/cm? en titanio. En presencia de 16 mg/L la reduccion de células adheridas en PTFE
fue de 1,67+0,98 Logio ufc/cm? y de 1,45+1,16 Logio ufc/cm? en titanio. Finalmente, en
el ensayo con 32 mg/L, se obtuvo una reduccion de 0,76+0,14 Logio ufc/cm? en PTFE y
de 1,18+0,59 Logio ufc/cm? en titanio. En PTFE la maxima reduccion de células viables
se alcanzd a las 72 horas con 16 mg/L y fue de 2,36+0,25 Logio ufc/cm? (99,56%
letalidad). En titanio, esta también se obtuvo con 16 mg/L, pero a las 48 horas y fue de
2,41+0,55 Logio ufc/cm? (99,6% de letalidad).
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Figura 4.27. Curvas de letalidad para anidulafungina sobre la biopelicula del aislado clinico B10 de C.
tropicalis, formada en PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos
indican muerte de la misma. Concentraciones expresadas en mg/L

Las biopeliculas formadas sobre ambos biomateriales y expuestas a 4, 8 y 32 mg/L
de anidulafungina no mostraron diferencias significativas con respecto al control positivo
(p>0,05). En cambio, en el ensayo con 16 mg/L, la reduccién fue significativa solo en
PTFE (p= 0,02). La actividad de anidulafungina fue similar en ambos biomateriales y no
se obtuvieron diferencias significativas ellos (p>0,05). Al final del experimento, ambos

biomateriales permanecieron colonizados en todas las concentraciones ensayadas.

La relacion entre el nimero de células viables y la concentracion de anidulafungina
fue lineal hasta 16 mg/L (R?=0,92-0,99) (Figura 4.28). Con 32 mg/L, paraddjicamente, la
actividad de anidulafungina disminuy6. La constante de reduccion obtenida sobre ambos
biomateriales fue similar (Kprre: -0,19, Kritanio: -0,15).
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Figura 4.28. Relacion entre el Log; de la concentracion de anidulafungina y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y
72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.6 Cinética de letalidad de micafungina sobre la biopelicula de C. tropicalis B10

Se estudio la cinética de letalidad de 4, 8, 16 y 32 mg/L de micafungina sobre la
biopelicula de C. tropicalis, formada sobre en PTFE y titanio durante 72 horas en el CBR
(Figura 4.29). En el ensayo con 4 mg/L, se obtuvo un incremento (promedio de los tres
tiempos experimentales) en el nimero de células viables de 0,99+0,79 Logio ufc/cm? en
PTFE y de 1,18+0,81 Logio ufc/cm? en titanio. Tras la exposicion a 8 mg/L, el ndmero
de células adheridas se redujo 1,21+0,38 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,66+0,5 Logio
ufc/cm? en titanio y con 16 mg/L la reduccion fue de 0,35+0,16 Logio ufc/cm? en PTFE
y 0,24+0,17 Logao ufc/cm? en titanio. Finalmente, con 32 mg/L, tanto en PTFE y titanio,
no se obtuvo letalidad sino un incremento del nimero de células adheridas de 0,43+0,16

Logao ufc/cm? y 0,44+0,16 Logao ufc/cm? respectivamente.
La méaxima reduccién de células viables se alcanz6 con 8 mg/L a las 72 horas en

ambos biomateriales y fue de 1,59+0,12 Logio ufc/cm? (97,41% letalidad) en PTFE y
2,23+0,18 Logio ufc/cm? (99,41% de letalidad) en titanio.
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Figura 4.29. Curvas de letalidad para micafungina sobre la biopelicula del aislado clinico B10 de C.
tropicalis, formada en PTFE vy titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos
indican muerte de la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.

Tanto la reduccion como el incremento de las células viables presentes en las
biopeliculas expuestas a 4, 16 y 32 mg/L en ambos biomateriales, no mostraron
diferencias significativas con respecto al tiempo 0 (p>0,05). Sin embargo, la reduccién

obtenida con 8 mg/L fue significativa en ambos biomateriales (p<0,01).

La actividad de micafungina no mostré diferencias significativas entre biomateriales
(p>0,05). Ademas, no se alcanzé la erradicacion completa de la biopelicula formada en

ambos biomateriales a las concentraciones ensayadas.

En la Figura 4.30 se muestra la relacion entre la diferencia de células viables con
respecto al tiempo 0 y el Log> de la concentracion de micafungina. A partir de 8 mg/L, se
obtuvo un incremento lineal del nimero de células adheridas con la concentracion (R?=
0,85-0,95). Observamos que la cinética fue igual en ambos biomateriales. (Kptre: 0,08,
Kriranio: 0,07).
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Figura 4.30. Relacion entre el Log, de la concentracion de micafungina y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y
72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.7 Cinética de letalidad de posaconazol sobre la biopelicula de C. tropicalis B10

Se llevaron a cabo ensayos de cinética de letalidad con posaconazol (1, 2,4y 8 mg/L)
sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE vy titanio (Figura 4.31). Con 1 mg/L
se obtuvo una reduccion (promedio de los tres tiempos experimentales) en el niamero de
células viables de 0,18+0,05 Logio ufc/cm?en PTFE mientras que en titanio se obtuvo un
incremento de 0,12+0,08 Logio ufc/cm?. Tras la exposicion a 2 mg/L, se obtuvo un
incremento en el nimero de células adheridas tanto en PTFE como en titanio y fue de
0,39+0,01 Logio ufc/cm? y 0,08+0,05 Logio ufc/cm? respectivamente. Con 4 mg/L
también se observé un incremento de células viables de 0,45+0,04 Logio ufc/cm? en PTFE
y de 0,45+0,09 Logio ufc/cm?, en titanio. Finalmente, tras la exposicion a 8 mg/L también
se observé en PTFE vy titanio un incremento en el recuento celular y fue 0,74+0,14 Logio

ufc/cm? y 0,57+0,09 Logio ufc/cm? respectivamente.

El méximo incremento de células viables en PTFE se alcanz6 con 8 mg/L a las 24
horas y fue de 0,84+0,16 Logio ufc/cm? (85,4% de crecimiento). Sin embargo, en titanio,
este se alcanzo con 8 mg/L y a las 72 horas fue de 0,68+0,09 Logio ufc/cm? (79% de

crecimiento).
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Figura 4.31. Curvas de letalidad para posaconazol sobre la biopelicula del aislado clinico B10 de C.
tropicalis, formada en PTFE y titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos
indican muerte de la misma. Concentraciones expresadas en mg/L.

Las biopeliculas expuestas a 1 mg/L en PTFE y a 1 y 2 mg/L en titanio no mostraron
diferencias significativas con respecto al control de crecimiento mientras que las
expuestas a 4 y 8 mg/L experimentaron un incremento significativo del nimero de células
adheridas en ambos biomateriales. La actividad de posaconazol no mostro diferencias
significativas entre PTFE vy titanio (p>0,05). Ademas, no se alcanz6 la erradicacién
completa de la biopelicula formada en ambos biomateriales a las concentraciones

ensayadas.

El incremento en el nimero de células viables funcion de la concentracién de
posaconazol se ajustd a una cinética lineal tanto en PTFE como en titanio (R?= 0,74-0,84)
(Figura 4.32). Las constantes de crecimiento obtenidas fueron similares sobre ambos

biomateriales (Ketre:0,1, Ktiranio: 0,07).
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Figura 4.32. Relacion entre el Log» de la concentracion de posaconazol y la diferencia de células viables
con respecto al tiempo 0 (A Logso ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C. tropicalis B10 formada sobre
PTFE y titanio. Cada dato experimental representa la media de 12 discos extraidos del CBR a las 24, 48 'y
72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores negativos indican muerte de la
misma.

4.7.8 Comparacion de la cinética de letalidad de los antifungicos sobre la
biopelicula de C. tropicalis B10

La Tabla 4.8 muestra la reduccién logaritmica alcanzada con cada antifingico y la
diferencia observada entre biomateriales. AMB fue el antifingico mas activo sobre las
biopeliculas formadas tanto en PTFE como en titanio (Figura 4.33). Terbinafina y
caspofungina fueron activos sobre la biopelicula formada en PTFE, sin embargo, no
presentaron actividad sobre las células viables presentes en la biopelicula formada sobre
titanio. Ademas, se observo un efecto paradéjico en la actividad de anidulafungina y
micafungina en ambos biomateriales. La biopelicula de C. tropicalis fue capaz de crecer

sobre ambos biomateriales en todos los ensayos con posaconazol.

Tabla 4.8. Mé&xima reduccién logaritmica alcanzada tras la exposicion a los antifungicos en PTFE y
titanio a la concentracién maxima ensayada.

Diferencia logaritmica con respecto al tiempo 0

Antiflingico (mg/L) A Logio
PTFE Titanio
Anfotericina B (40) -2,56 -3,95 1,39
Posaconazol (8) 0,74 0,57 0,17
Terbinafina (4) -1,82 0,09 1,91
Fluorocitosina (40) -2,23 -1,31 0,92
Caspofungina (32) -1,62 0,39 1,23
Anidulafungina (32) -0,76 1,18 1,94
Micafungina (32) 0,43 0,44 0,01

! Diferencia entre los valores obtenidos en PTFE y titanio

116



Resultados

4 L1AMBAPOS mTRB OFC MCF AAMB APOS ®TRB OFC #MCF

21% eCAS 0AND sMCF 2 1; ©®CAS OAND eMCF

A Log,, ufc/cm?

-4 T T T T T T T ] -4 T T T T T T —K
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentracion (mg/L) Concentracién (mg/L)
Figura 4.33. Relacion entre la concentracion de anfotericina B (AMB), posaconazol (POS), terbinafina
(TRB), 5-fluorocitosina (FC), caspofungina (CAS), anidulafungina (AND) o micafungina (MCF) y la
diferencia de células viables con respecto al tiempo 0 (A Logio ufc/cm?) presentes en la biopelicula de C.
tropicalis B10 formada sobre PTFE (A) y titanio (B). Cada dato experimental representa la media de 12
discos extraidos del CBR a las 24, 48 y 72 horas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y
valores negativos indican muerte de la misma.

48 ACTIVIDAD COMBINADA DE ANFOTERICINA B Y
ANIDULAFUNGINA SOBRE LA BIOPELICULA DE C. TROPICALIS

Estudiamos la actividad de anfotericina B 40 mg/L (AMB) y/o anidulafungina 8 mg/L
(AND), sobre las biopeliculas formadas en PTFE y titanio por los aislados clinicos B10
y B11 y la cepa de referencia ATCC® 750 de C. tropicalis (Figura 4.34). AMB fue el
antifangico mas activo sobre las biopeliculas formadas en ambos biomateriales. En PTFE
AMB produjo una reduccion de las células viables en un rango de 0,69 a 3,56 Logio
ufc/cm? seguin la cepa (promedio: 2,23+0,89 Logio ufc/cm?). En titanio, esta reduccion se

situd en un rango de 1,49 a 4,51 Logio ufc/cm? (promedio: 2,91+1,04 Logio ufc/cm?).

AND fue significativamente menos eficaz que AMB sobre las tres cepas ensayadas y
en ambos biomateriales. En PTFE la reduccion promedio de células viables (0,78 £ 0,5
Logio ufc/cm?) se situd en un rango de 0,03 a 1,58 Logio ufc/cm? mientras que en titanio

el rango fue de 0,42 a 1,16 Loguo ufc/cm? (0.8+2.26 Logio ufc/cm?).
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Considerando los tres aislados estudiados, el promedio de reduccion de células viables
adheridas en PTFE fue de 1,8+1,07 Logio ufc/cm? (rango: 0,22 a 3,54 Logio ufc/cm?) y
en titanio de 1,97+0,49 Logio ufc/cm? (rango: 1,36 a 2,84 Logio ufc/cm?). La interaccion

se clasificd como indiferente.
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Figura 4.34. Actividad de la anfotericina B (40 mg/L) y la anidulafungina (8 mg/L) solas y combinadas
sobre la biopelicula de C. tropicalis. Los resultados (A Logi ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental representa la media y la desviacion estandar de
tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es significativa comparada con la anfotericina B sola
en el mismo tiempo experimental.
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La actividad de la combinacion AMB+AND fue dependiente de la cepa ensayada.
AMB redujo su actividad de manera significativa (p<0,05) cuando se combiné con AND
sobre los aislados clinicos B10 y B11. En la Figura 4.35 se representa la cinética de la
actividad de la combinacion de anfotericina B y anidulafungina comparada con la

actividad de los antifangicos solos, sobre la biopelicula del aislado clinico B10
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Figura 4.35. Curva de letalidad de la biopelicula de C. tropicalis en presencia de anfotericina B (40 mg/L)
y anidulafungina (8 mg/L) solas y combinadas. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en
células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental representa la media y la desviacién
estandar de tres réplicas.

49 ACTIVIDAD DE ANFOTERICINA B O ANIDULAFUNGINA
COMBINADAS CON RIFAMPICINA, EDTA, N-ACETILCISTINA,
CLARITROMICINA Y FARNESOL SOBRE LA BIOPELICULA DE C.
TROPICALIS

4.9.1 Actividad de anfotericina B combinada con rifampicina, EDTA, N-
acetilcisteina, claritromicina y farnesol sobre la biopelicula de C. tropicalis
B10

Estudiamos la actividad de anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con
rifampicina (1.000 mg/L), EDTA (30.000 mg/L), N-acetilcisteina (4.000 mg/L),
claritromicina (1.000 mg/L) y farnesol (300 uM) sobre las biopeliculas formadas en PTFE
y titanio por el aislado clinico C. tropicalis B10 (Figura 4.36). En el ensayo con AMB, se
obtuvo una reduccion promedio de células viables de 0,25+0,58 Logio ufc/cm?en PTFE

y de 0,58+0,55 Logio ufc/cm?en titanio.
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La combinacion AMB+RIF produjo una reduccion de células viables con respecto al
tiempo 0 de 2,26+0,48 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,66+0,21 Logio ufc/cm? en titanio.
AMB-+RIF fue significativamente mas eficaz que AMB a partir de las 24 horas en PTFE
y la interaccion se clasific6 como sinérgica. En titanio, esta combinacion fue
significativamente mas eficaz que AMB durante las primeras 48 horas (p<0,01) y la

interaccion se clasificé como sinérgica.
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Figura 4.36. Actividad de la anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con rifampicina (1.000 mg/L),
EDTA (30.000 mg/L), NAC (4.000 mg/L), claritromicina (1.000 mg/L) y farnesol (300 uM) sobre la
biopelicula de C. tropicalis, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la
diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental representa la media y la
desviacion estandar de tres réplicas. Valores positivos indican crecimiento de la biopelicula y valores
negativos indican muerte de la misma. Los asteriscos indican que la diferencia es significativa (p<0,05) con
respecto al antiflingico solo en el mismo tiempo experimental.
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El nimero de células viables presentes en la biopelicula se redujo en presencia de
AMB+EDTA un promedio de 2,86+0,69 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,56+0,44 Logio
ufc/cm? en titanio. En PTFE, esta combinacion fue significativamente mas eficaz que
AMB sola a partir de las 24 horas (p<0,01) y la interaccion se clasific6 como sinérgica.
En titanio, AMB+EDTA solo fue més activa que AMB a las 48 horas y la interaccion se

clasific6 como indiferente.

En el ensayo AMB+NAC, se obtuvo una reduccion de las células viables de 2,38+0,75
Logio ufc/cm?en PTFE y 1,88+0,63 Logo ufc/cm?en titanio. En PTFE, esta combinacion
fue significativamente mas eficaz que AMB (p<0,01) y la interaccién se clasifico como
sinérgica. En titanio, AMB+NAC también mostrd diferencias significativas con respecto

a AMB sola (p<0,01) y la interaccion se clasificé como aditiva.

La reduccion promedio de células viables en presencia de AMB+CLA fue de
1,92+0,52 Logio ufc/cm?en PTFE y 2,3+0,35 Logio ufc/cm? en titanio. AMB+CLA fue
significativamente mas eficaz que AMB sola tanto en PTFE como en titanio (p<0,05) y

la interaccion se clasificd como aditiva en ambos biomateriales.

La combinacion AMB+FAR produjo una reduccion de las células viables de 1,3+0,19
Logio ufc/cm?en PTFE y un incremento de 0,44+0,58 Logio ufc/cm?en titanio. En PTFE,
AMB+FAR solo fue significativamente mas activa que AMB sola a las 72 horas (p<0,01);
la interaccion se clasificd como aditiva. En titanio esta combinacion fue menos activa que

AMB sola y la interaccidn se clasifico como indiferente.

4.9.2 Actividad de anidulafungina combinada con rifampicina, EDTA, N-
acetilcisteina, claritromicina y farnesol sobre la biopelicula de C. tropicalis
B10

La actividad de anidulafungina (8 mg/L) se estudié sola y combinada con rifampicina
10 mg/L (RIF), EDTA 30 mg/L (EDTA), N-acetilcisteina 40 mg/L (NAC), claritromicina
5mg/L (CLA) y farnesol 30 uM (FAR) sobre las biopeliculas formadas en PTFE y titanio
por el aislado clinico C. tropicalis B10.
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En la Figura 4.37 se representa la diferencia de células viables con respecto al tiempo
0 en cada uno de los tiempos experimentales. La reduccion de células viables (promedio
de los tres tiempos experimentales) en el ensayo con AND sola fue de 0,31+0,11 Logio
ufc/cm?en PTFE y 0,61+0,25 Logio ufc/cm? en titanio.

La combinacién AND+RIF produjo una reduccion de células viables con respecto al
tiempo 0 de 0,73+0,1 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,8+0,6 Logio ufc/cm? en titanio. En
PTFE, no se obtuvieron diferencias significativas con respecto a la AND sola (p>0,05) y
la interaccion se clasificé como indiferente. Sin embargo, en titanio, AND+RIF fue
significativamente mas activa que AND sola en todos los tiempos experimentales

(p<0,01) y la interaccién se clasificé como aditiva.

La reduccion promedio de células viables en el ensayo con AND+EDTA fue de
0,93+1,04 Logio ufc/cm?en PTFE y 1,56+0,6 Logio ufc/cm? en titanio. En PTFE, esta
combinacidn fue significativamente méas activa que AND solo a las 72 horas de ensayo
(p<0,05) y la interaccién se clasifico como indiferente. En titanio, la actividad de
AND+EDTA mostré diferencias significativas con respecto a AND sola en los tres

tiempos experimentales y la interaccion se clasificé como aditiva (p<0,05).

En el ensayo con AND+NAC, se obtuvo un promedio de reduccion de las células
viables presentes en la biopelicula de 0,47+0,49 Logio ufc/cm? en PTFE y 2,05+0,66
Logio ufc/cm?en titanio. En PTFE, esta combinacion no mostré diferencias significativas
con respecto a la AND sola y la interaccion se clasifico como indiferente (p>0,05). En
titanio, AND+NAC fue significativamente mas eficaz que AND en todos los tiempos

experimentales (p<0,01) y la interaccién se clasificé como aditiva.

La combinacion AND+CLA redujo el nimero de células adheridas en 0,44+0,39
Logao ufc/cm?sobre PTFE y 1,32+0,18 Logio ufc/cm?sobre titanio. En PTFE, AND+CLA
no mostré diferencias significativas con respecto a la AND sola (p>0,05) mientras que en
titanio solo fue significativamente mas eficaz a las 24 horas (p<0,01). La interaccion se

clasifico como indiferente en ambos biomateriales.
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Las células viables se redujeron en presencia de AND+FAR un promedio de
0,52+0,26 Logio ufc/cm?en PTFE y 0,22+0,19 Logio ufc/cm?en titanio. Esta combinacion
no mostro diferencias significativas con respecto a la actividad de la AND sola tanto en
PTFE como en titanio (p>0,05) y la interaccion se clasifico como indiferente en ambos

biomateriales.
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Figura 4.37. Actividad de la anidulafungina (8 mg/L) sola y combinada con rifampicina (10 mg/L), EDTA
(30 mg/L), NAC (40 mg/L), claritromicina (5 mg/L) y farnesol (30 uM) sobre la biopelicula de C.
tropicalis, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logso ufc/cm?) reflejan la diferencia en células
viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental representa la media y la desviacion estandar de
tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es significativa (p<0,05) con respecto al antifngico
solo en el mismo tiempo experimental.
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En la Tabla 4.9 se resumen las interacciones de anfotericina B o anidulafungina con

las moléculas ensayadas sobre la biopelicula de C. tropicalis formadas en PTFE Yy titanio.

Tabla 4.9. Interacciones obtenidas entre los antifingicos combinados con los compuestos con actividad
desestructuradora de la biopelicula, sobre la biopelicula de C. tropicalis B10.

Antiflngicos Compuestos Biomaterial Interaccion
PTFE Indiferente
EDTA 30 mg/L . .
Anidulafungina Titanio Aditiva
8 mg/L . . PTFE Indiferente
Rifampicina 10 mg/L o .
Titanio Aditiva
L PTFE Indiferente
N-acetilcisteina 40 mg/L . .
Titanio Aditiva
. . PTFE Indiferente
Claritromicina 5 mg/L L .
Titanio Indiferente
Farnesol 30 uM PTFE Indiferente
Titanio Indiferente
Anfotericina B S
1.000 mg/L EDTA 30.000 mg/L PTFE Sinérgica
Titanio Indiferente
Rifampicina 1.000 mg/L PTFE Sinérgica
Titanio Aditiva
N-acetilcisteina 4.000 mg/L PTFE Sinérgica
Titanio Aditiva
Claritromicina 1.000 mg/L PTFE Aditiva
Titanio Aditiva
Farnesol 300 uM PTFE Aditiva
Titanio Indiferente

Basandonos en los resultados obtenidos en el apartado anterior (Tabla 4.8) se
seleccionaron las combinaciones que fueron sinérgicas para valorar su actividad sobre las
biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei y C. glabrata. De estas especies Se
seleccionaron los aislados clinicos que presentaron mayor numero de células adheridas a
las 24 horas sobre ambos biomateriales en los ensayos de cinética de crecimiento y que

ademas tuvieron menor rango intercuartilico a lo largo de las 96 horas de ensayo
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410 ACTIVIDAD DE ANFOTERICINA B COMBINADA CON RIFAMPICINA
Y EDTA SOBRE LA BIOPELICULAS DE OTRAS ESPECIES DE
CANDIDA SPP.

4.10.1 Actividad de anfotericina B combinada con rifampicinay EDTA sobre la
biopelicula de C. albicans B2

La actividad de anfotericina B (1.000 mg/L) se estudié sola y combinada con
rifampicina (1.000 mg/L) y EDTA (30.000 mg/L) sobre las biopeliculas formadas en
PTFE y titanio por el aislado clinico C. albicans B2 (Figura 4.38). La reduccion promedio
de células viables en el ensayo con AMB sola fue de 4,44+0,17 Logio ufc/cm? en PTFE
y 1,72+0,17 Logio ufc/cm? en titanio. AMB fue significativamente mas activa sobre las
biopeliculas formadas en PTFE (p<0,01).

Para la combinacion AMB+RIF, la reduccion de células viables fue de 4,31 Logio
ufc/cm? en PTFE y 2,17 Logio ufc/cm? en titanio. No se obtuvieron diferencias
significativas entre la actividad de esta combinacién y la AMB sola, tanto en PTFE y en
titanio (p>0,05). La interaccion se clasifico como indiferente en ambos biomateriales. La
combinacion AMB+EDTA produjo una reduccion de 2,31+1,52 Logio ufc/cm? en PTFE
y 1,13+0,68 Logio ufc/cm?en titanio. AMB+EDTA no presentd diferencias significativas
con respecto a la AMB sola en PTFE vy en titanio (p>0,05) y la interaccion se clasifico

como indiferente en ambos biomateriales.

C. albicans B2. PTFE C. albicans B2. TITANIO
AMB AMB+RIF AMB+EDTA AMB AMB+RIF AMB+EDTA
|

7|

m24h @48h O72h m24h m@48h O72h

Figura 4.38. Actividad de la anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con rifampicina (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L), sobre la biopelicula de C. albicans, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados
(A Logio ufcicm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estdndar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifiingico solo en el mismo tiempo experimental.
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4.10.2 Actividad de anfotericina B combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. parapsilosis B4

La actividad de anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con RIF (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L) sobre las biopeliculas formadas en PTFE y titanio por el aislado
clinico C. parapsilosis B4 se muestra en la Figura 4.39. En el ensayo con AMB sola, se
produjo una reduccidon de las células viables de 4,62+2,17 Logio en PTFE y 4,65+1,75
Logio ufc/cm? en titanio. No se obtuvieron diferencias significativas en la actividad de

AMB entre biomateriales.

Con la combinaciéon AMB+RIF la reduccion el nimero de células adheridas fue
3,73+2,24 Logio ufc/cm? en PTFE y 3,94+2,44 Logio ufc/cm? en titanio. AMB+RIF no
tubo diferencias significativas con respecto a la AMB sola tanto en PTFE como en titanio

(p>0,05) y la interaccidn se clasifico como indiferente en ambos biomateriales.

C. parapsilosis B4. PTFE C. parapsilosis B4. TITANIO
AMB AMB+RIF  AMB+EDTA AMB AMB+RIF ~ AMB+EDTA
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Figura 4.39. Actividad de la anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con rifampicina (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L), sobre la biopelicula de C. parapsilosis, formada sobre PTFE y Titanio. Los
resultados (A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato
experimental representa la media y la desviacidn estandar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la
diferencia es significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.

En el ensayo con AMB+EDTA se obtuvo una reduccion de células viables de
4,79+1,53 Logio ufc/cm? en PTFE y 5,69+0,27 Logio ufc/cm? en titanio. Esta
combinacion no presentd diferencias significativas con respecto a la AMB sola tanto en
PTFE como en titanio (p>0,05) y la interaccion se clasificd como indiferente en ambos

biomateriales.
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4.10.3 Actividad de anfotericina B combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. krusei B7

La actividad de anfotericina B 1.000 mg/L se estudid sola y combinada con
rifampicina 1.000 mg/L y EDTA 30.000 mg/L sobre las biopeliculas del aislado clinico
C. krusei B7 formadas en PTFE vy titanio (Figura 4.40). En el ensayo con AMB sola, se
obtuvo una reduccion de las células viables de 1,8+0,19 Logio ufc/cm? en PTFE y
1,82+0,25 Logso ufc/cm? en titanio.

La combinacion AMB+RIF produjo una reduccién de las células viables de 1,64+0,25
Logio ufc/cm? en PTFE y 2,91+0,89 Logao ufc/cm? en titanio. En PTFE no se obtuvieron
diferencias significativas entre AMB+RIF y AMB sola (p>0,05). La interaccién en este
biomaterial se clasifico como indiferente. En titanio, se encontraron diferencias
significativas entre la combinacion y el antifangico solo en las primeras 48 horas de
ensayo (p<0,05) y la interaccién se clasificé como aditiva.

En el ensayo con AMB+EDTA, se obtuvo una reduccion del nimero de células
adheridas de 3,53+0,89 Logio ufc/cm? en PTFE y 2,96+0,14 Logio ufc/cm? en titanio.
Esta combinacion fue significativamente més activa que AMB sola tanto en PTFE como
en titanio (p<0,05) y la interaccidn se clasific6 como aditiva en ambos biomateriales.

C. krusei B7. PTFE C. krusei B7. TITANIO
AMB AMB+RIF AMB+EDTA AMB AMB+RIF AMB+EDTA
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Figura 4.40. Actividad de la anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con rifampicina (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L), sobre la biopelicula de C. krusei, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados
(A Logio ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estdndar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.

127



Resultados

4.10.4 Actividad de anfotericina B combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. glabrata B13

La actividad de anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con RIF (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L) sobre las biopeliculas formadas por el aislado clinico C. glabrata
B13 en PTFE vy titanio se muestra en la Figura 4.41. En el ensayo con AMB, se produjo
una reduccion de las células viables de 0,68+0,12 Logio ufc/cm? en PTFE y 0,19+0,47

Logio ufc/cm? en titanio.

La reduccidn de celulas viables en el ensayo con AMB+RIF fue de 1,75+0,31 Logio
ufc/cm? en PTFE y 1,04+0,34 Logio ufc/cm? en titanio. Esta combinacion fue
significativamente mas activa que AMB sola en PTFE (p<0,01) y la interaccion se
clasific6 como aditiva. En titanio no se obtuvieron diferencias significativas entre la

combinacion y el antifangico solo (p>0,05) y la interaccidn se clasificd como indiferente.

En el ensayo con AMB+EDTA la reduccion de células viables fue de 0,43+0,29 Log1o
ufc/cm? en PTFE y 0,4440,1 Logio ufc/cm?, en titanio. AMB+EDTA no presentd
diferencias significativas con respecto a la AMB sola tanto en PTFE como en titanio

(p>0,05) y la interaccién se clasificé como indiferente en ambos biomateriales.

C. glabrata B13. PTFE C. glabrata B13. TITANIO
AMB AMB+RIF ~ AMB+EDTA AMB AMB+RIF  AMB+EDTA
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Figura 4.41. Actividad de la anfotericina B (1.000 mg/L) sola y combinada con rifampicina (1.000 mg/L)
y EDTA (30.000 mg/L), sobre la biopelicula de C. glabrata, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados
(A Logao ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estandar de tres réplicas. Valores positivos indican crecimiento de la
biopelicula y valores negativos indican muerte de la misma. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.
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411 ACTIVIDAD DE ANIDULAFUNGINA COMBINADA CON RIFAMPICINA
Y EDTA SOBRE LA BIOPELICULAS DE OTRAS ESPECIES DE
CANDIDA SPP.

4.11.1 Actividad de anidulafungina combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. albicans B2

La actividad de anidulafungina (8 mg/L) se estudio sola y combinada con rifampicina
10 mg/L (RIF) y EDTA 30 mg/L sobre las biopeliculas del aislado clinico C. albicans B2
formadas en PTFE vy titanio (Figura 4.42). Con AND sola el promedio de reduccion de
células viables en la biopelicula fue 0,27+0,11 Logio en PTFE y 0,76+0,15 Logio ufc/cm?
en titanio. Sobre la biopelicula de C. albicans B2, AND fue significativamente més activa
sobre titanio que sobre PTFE (p=0,01).

La combinacion AND+RIF produjo una reduccion promedio del nimero de células
viables de 0,65+0,29 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,03+0,21 Logio ufc/cm? en titanio.
AND+RIF no mostré diferencias significativas con respecto a la AND sola tanto en PTFE
como en titanio (p>0,05) y la interaccion se clasifico como indiferente en ambos

biomateriales.

En el ensayo con AND+EDTA, el promedio de reduccion de células viables presentes
en la biopelicula fue de 0,51+0,44 Logio ufc/cm?en PTFE y 0,83+0,33 Logio ufc/cm?en
titanio. AND+EDTA no mostr6 diferencias significativas con respecto a la AND sola
tanto en PTFE como en titanio (p>0,05) y la interaccion se clasifico como indiferente en

ambos biomateriales.
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Figura 4.42. Actividad de la anidulafungina (8 mg/L) sola y combinada con rifampicina (10 mg/L), EDTA
(30 mg/L) sobre la biopelicula de C. albicans, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logio
ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estandar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifngico solo en el mismo tiempo experimental.

4.11.2 Actividad de anidulafungina combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. parapsilosis B4

La actividad de anidulafungina 8 mg/L sola y combinada con RIF 10 mg/L y EDTA
30 mg/L se estudio sobre las biopeliculas del aislado clinico C. parapsilosis B4 formadas
en PTFE vy titanio (Figura 4.43). AND sola produjo una reduccion promedio de células
viables de 1,23+0,28 Logio ufc/cm? en PTFE y 2,72+0,6 Logio ufc/cm? en titanio. La

actividad de AMB fue significativamente mayor sobre titanio (p<0,05).

La combinacion AND+RIF redujo las células viables presentes en la biopelicula un
promedio de 1,66+0,69 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,69+1,25 Logio ufc/cm? en titanio.
Esta combinacién no mostré diferencias significativas con respecto a la AND sola tanto

en PTFE como en titanio (p>0,0,5) y la interaccidn se clasificd como indiferente en ambos
biomateriales.
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C. parapsilosis B4. PTFE C. parapsilosis B4. TITANIO
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Figura 4.43. Actividad de la anidulafungina (8 mg/L) sola'y combinada con rifampicina (10 mg/L) y EDTA

(30 mg/L) sobre la biopelicula de C. parapsilosis, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logio

ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental

representa la media y la desviacion estdndar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es

significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.

En el ensayo con AND+EDTA redujo las células viables 2,12+0,55 Logio ufc/cm? en
PTFE y 1,89+0,42 Logio ufc/cm? en titanio. AND+EDTA no mostr diferencias
significativas con respecto a la AND sola tanto en PTFE como en titanio (p>0,05) y la

interaccion se clasificé como indiferente en ambos biomateriales.

Tanto AMB sola como las combinaciones AMB+RIF y AMB+EDTA produjeron la
erradicacion de la biopelicula formada en ambos biomateriales durante las primeras 48
horas. Sin embargo, en el Ultimo punto experimental (72 horas) se observé un incremento
del nimero de células viables adheridas en ambos biomateriales de 3,4 Logio ufc/cm?en
presencia de AMB sola y 4,06 Logio ufc/cm? en presencia de AMB+RIF. A destacar que,
en titanio, con la combinacion AMB+RIF no se obtuvo el recrecimiento de la biopelicula
observado con AMB sola y AMB+RIF.
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4.11.3 Actividad de anidulafungina combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. krusei B7

La actividad de anidulafungina (8 mg/L) sola y combinada con RIF (10 mg/L) y
EDTA (30 mg/L) sobre las biopeliculas formadas en PTFE y titanio por el aislado clinico
C. krusei B7 se muestra en la Figura 4.44. En el ensayo con AND sola, se obtuvo una
reduccion de células viables de 0,11+0,16 Logio ufc/cm? en PTFE y 1,13+0,68 Logio
ufc/cm? en titanio. La actividad de AND fue significativamente mayor sobre las

biopeliculas formadas en titanio (p<0.05).

C. krusei B7. PTFE C. krusei B7. TITANIO
AND AND+RIF ~ AND+EDTA AND AND+RIF  AND+EDTA
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Figura 4.44. Actividad de la anidulafungina (8 mg/L) sola'y combinada con rifampicina (10 mg/L) y EDTA
(30 mg/L) sobre la biopelicula de C. krusei, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logio
ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estandar de tres réplicas. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.

La combinacion AND+RIF redujo las células viables en 1,2+0,23 Logao ufc/cm? sobre
PTFE y 1,82+0,24 Logio ufc/cm? sobre titanio. En PTFE, AND+RIF fue
significativamente mas activa que AND (p<0,01) y la interaccion se clasificO como
aditiva. Sin embargo, en titanio, no se obtuvieron diferencias significativas entre la
combinacion y el antifungico solo (p>0,05). En este biomaterial, la interaccién se

clasific6 como indiferente.
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En el ensayo con AND+EDTA, la reduccidon de células viables de la biopelicula fue
de 0,56+0,11 Logio ufc/cm?en PTFE y 1,11+0,1 Logio ufc/cm? en titanio. En PTFE, esta
combinacidn fue significativamente mas activa que AND sola (p<0,01), La interaccion
se clasifico como indiferente. En titanio, no se obtuvieron diferencias significativas entre
la combinacion y el antifangico solo (p>0,05) y la interaccion también se clasificé como

indiferente.

4.11.4 Actividad de anidulafungina combinada con rifampicina y EDTA sobre la
biopelicula de C. glabrata B13

La actividad de anidulafungina (8 mg/L) se estudié sola y combinada con RIF (10
mg/L) y EDTA (30 mg/L) sobre las biopeliculas del aislado clinico C. glabrata B13
formadas en PTFE vy titanio (Figura 4.45). En el ensayo con AND sola, se observé un
incremento en el nimero de células viables 0,51+0,07 Logio ufc/cm? en PTFE. Sin
embargo, en titanio, se obtuvo una reduccion de 0,07+0,39 Logio ufc/cm? en titanio.

La combinacion AND+RIF produjo una reduccién de las células viables de 0,38+0,57
Logio ufc/cm? en PTFE y 0,59+0,16 Logio ufc/cm? en titanio. AND+RIF no mostro
diferencias significativas con respecto a la AND sola tanto en PTFE como en titanio

(p>0,05) y la interaccidn se clasifico como indiferente en ambos biomateriales.

En el ensayo con AND+EDTA se produjo un incremento en el nimero de células
viables adheridas en PTFE y fue de 0,26+0,08 Logso ufc/cm? mientras que, en titanio, se
obtuvo una reduccion de 0,630,32 Logio ufc/cm?. AND+EDTA no present6 diferencias
significativas con respecto a la AND sola tanto en PTFE (p>0,05) como en titanio
(p<0,05) y la interaccion se clasificdé como indiferente en ambos biomateriales. Tanto
AND como las combinaciones ensayadas fueron significativamente mas activas sobre
titanio (p<0,05).
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Figura 4.45. Actividad de la anidulafungina (8 mg/L) sola'y combinada con rifampicina (10 mg/L) y EDTA
(30 mg/L) sobre la biopelicula de C. glabrata, formada sobre PTFE y Titanio. Los resultados (A Logio
ufc/cm?) reflejan la diferencia en células viables con respecto al tiempo 0. Cada dato experimental
representa la media y la desviacion estdndar de tres réplicas. Valores positivos indican crecimiento de la
biopelicula y valores negativos indican muerte de la misma. Los asteriscos indican que la diferencia es
significativa (p<0,05) con respecto al antifingico solo en el mismo tiempo experimental.

En la Tabla 4.10 se muestran de manera resumida las interacciones obtenidas para la
combinacién de anidulafungina y anfotericina B con RIF y EDTA en las especies de

Candida ensayadas.

Tabla 4.10. Interacciones obtenidas entre los antifingicos combinados con los compuestos con actividad
desestructuradora de la biopelicula, sobre las biopeliculas de C. albicans B2, C. parapsilosis B4, C. krusei
B7, C. tropicalis B10 y C. glabrata B13 formadas sobre PTFE vy titanio.

Especies
Antifingicos Compuestos  Biomaterial
C.albicans  C. parapsilosis C. krusei C.tropicalis  C. glabrata
EDTA PTFE Indiferente Indiferente Indiferente Indiferente Indiferente
AND 30 mg/L Titanio Indiferente Indiferente Indiferente Aditiva Indiferente
8 mg/L Rifampicina P 1FE Indiferente Indiferente Aditiva Indiferente Indiferente
10 mg/L Titanio Indiferente Indiferente Indiferente Aditiva Indiferente
EDTA PTFE Indiferente Indiferente Aditiva Sinérgica Indiferente
AMB 30.000 mg/L Titanio Indiferente Indiferente Aditiva Indiferente Indiferente
1.000 mg/L Rifampicina PTFE Indiferente Indiferente Indiferente Sinérgica Aditiva
1.000mg/L itanio Indiferente Indiferente Aditiva Aditiva Indiferente
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5 DISCUSION







Discusion

Esta tesis tiene como objetivo fundamental estudiar la cinética de formacién de
biopeliculas de Candida spp. sobre dos biomateriales utilizados frecuentemente en la
fabricacion de dispositivos biomédicos (PTFE vy titanio) y la cinética de letalidad de los
antifangicos solos o combinados con diversos compuestos sobre las biopeliculas
formadas en estos biomateriales. Se ha determinado la capacidad de formacion de
biopelicula, la sensibilidad de las levaduras plancténicas y en biopeliculas y la
hidrofobicidad celular superficial de aislados clinicos y cepas de referencia de las cinco
especies de Candida con mayor importancia clinica: C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis y C. glabrata. Los estudios de cinética de crecimiento y letalidad se
han realizado utilizando un reactor biolégico (CDC Biofilm Reactor) como modelo in

vitro.

Nuestros resultados muestran que la capacidad de formacién de biopelicula de
Candida spp. sobre superficies inertes depende no solo de la especie sino también del
aislado y del biomaterial. C. tropicalis y C. parapsilosis son las especies con mayor
porcentaje de aislados formadores de biopeliculas. Los ensayos de cinética de crecimiento
en el CDC Biofilm Reactor permitieron detectar diferencias significativas en la capacidad
de colonizacién de PTFE y titanio. EI nimero de células viables adheridas al biomaterial
mas hidréfobo (PTFE) fue significativamente mayor que el nimero de las adheridas al
biomaterial hidrofilo (titanio), un hecho especialmente significativo en C. albicans.
Ademas, las cepas mas hidréfobas (aislados clinicos de C. tropicalis y C. parapsilosis)
mostraron una mayor capacidad de formacion de biopelicula en titanio en comparacion
con las cepas hidrdfilas (C. albicans). Nuestros hallazgos sugieren que la hidrofobicidad
celular superficial puede tener un papel en la capacidad de formacién de biopelicula de

Candida spp.

Por otro lado, hemos mostrado la resistencia de las biopeliculas de Candida spp. a los
antifungicos en el rango de concentraciones alcanzadas en el suero cuando se utilizan
dosis convencionales. Las biopeliculas de C. tropicalis muestran una resistencia muy
marcada a equinocandinas (con CMIBsg de anidulafungina > 16 mg/L). Ademas, el
numero de células viables presentes en la biopelicula de esta especie se incremento en

mas de 2 Logio ufc/cm? en presencia de anfotericina B a concentraciones de 1,5 mg/L.
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De igual forma, anfotericina B a 1.000 mg/L erradicé las biopeliculas de C. albicans
y C. parapsilosis formadas sobre PTFE y titanio y a 40 mg/L las de C. tropicalis formadas
en titanio. Sin embargo, tuvo una actividad limitada sobre las biopeliculas de C. krusei y
C. glabrata. Algunos antifangicos como la 5-fluorocitosina, la terbinafina o la
caspofungina presentaron diferencias significativas de actividad segun el sustrato sobre

el cual se habia formado la biopelicula.

Nuestros datos evidencian el potencial que poseen algunos compuestos como el EDTA,
la rifampicina, la N-acetilcisteina y la claritromicina sobre biopeliculas de Candida spp.
y en especial sobre biopeliculas de C. tropicalis. La combinacién de anfotericina B con
EDTA, rifampicina y N-acetilcisteina fue sinérgica sobre biopeliculas de C. tropicalis
formadas sobre PTFE mientras que la combinacién de anidulafungina con estas mismas
moléculas tuvo un efecto aditivo sobre las biopeliculas de esta especie formadas en
titanio. También observamos un efecto aditivo cuando utilizamos en combinacién
anidulafungina con rifampicina o anfotericina B con EDTA o rifampicina sobre la
biopelicula de C. krusei. Esta dltima combinacion también fue aditiva sobre las
biopeliculas de C. glabrata. Al igual que en los ensayos con antifungicos, la actividad de
estas combinaciones ha sido distinta segun el biomaterial sobre el cual se ha formado la
biopelicula. Por ejemplo, la combinacion de anfotericina B con EDTA fue sinérgica sobre
la biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE mientras que, en titanio, la interaccion

de estas dos moléculas fue indiferente.

Nuestros resultados son dificiles de comparar con los existentes en la literatura ya que
la mayor parte de los estudios determinan la CMIB mediante el ensayo de reduccion del
XTT. En nuestro trabajo, ademas de utilizar esta metodologia para determinar la CMIB
de las cepas del conjunto BIOCAN, hemos estudiado tanto la cinética de formacion de la
biopelicula como la cinética de letalidad de los antifingicos solos y combinados con
compuestos con capacidad desestructuradora de la biopelicula bacteriana, en un reactor
biolégico como modelo in vitro. Por otro lado, la mayoria de los estudios estan hecho
sobre C. albicans mientras que en nuestro trabajo hemos incluido otras especies no

albicans con importancia clinica.

En conclusion, la mayor parte de los aislados clinicos de las principales especies de

Candida spp. pueden formar biopelicula en mayor o menor medida segun el aislado, la
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especie y el biomaterial que actia como sustrato. Los aislados con mayor hidrofobicidad
celular superficial poseen mayor capacidad de formacion de biopelicula sobre
determinados biomateriales como el titanio. Los antifungicos poseen una limitada
actividad sobre las biopeliculas de Candida spp. Finalmente, la combinacion de
antifangicos con moléculas desestructuradoras de la biopelicula podria ser una estrategia
terapéutica eficaz para el tratamiento de las infecciones relacionadas con la biopelicula
de Candida spp.

5.1 CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOPELICULA DE LOS AISLADOS
CLINICOS DE CANDIDA SPP.

En nuestro estudio hemos analizado la capacidad de formacion de biopelicula de 90
aislados clinicos procedentes de diversas infecciones mediante la tincion con cristal
violeta en placas de poliestireno. El 63% de ellos presentaron algin grado de formacion
de biopelicula, siendo C. tropicalis, la especie con mayor capacidad (100% de los
aislados), seguidos de C. parapsilosis y C. krusei (73%), C. albicans (53%) y C. glabrata
(50%). Al clasificar los resultados por localizacion, observamos que el mayor porcentaje
de aislados con capacidad de formacion de biopelicula se localiz6 en el grupo de aquellos
procedentes de liquidos bioldgicos (excepto sangre) (76%), seguidos de sangre (56%) y
catéteres (50%).

Los valores de capacidad formacion de biopelicula en los aislados del conjunto
BIOCAN se confirmaron mediante el ensayo de reduccion del XTT realizado también en
placas de poliestireno. El analisis de concordancia entre ambas técnicas no mostré una
correlacion significativa entre ellas. Silva-Dias y cols. tampoco obtuvieron correlacién
entre ambas técnicas (Silva-Dias et al. 2015). Esta falta de correlacion se debe a que la
tincion con cristal violeta determina la biomasa total adherida mientras que el ensayo de

reduccion del XTT detecta las células metab6licamente activas en la biopelicula.

Nuestros resultados coinciden con los publicados por otros autores al indicar que C.
tropicalis es la especie con mayor capacidad de formacion de biopelicula. Tumbarello y
cols. estudiaron la capacidad de formacion de biopelicula de 294 aislados clinicos de
Candida spp. donde C. tropicalis también fue la especie con mayor porcentaje de aislados

formadores de biopelicula (71,4%), mientras que, en el resto de especies estudiadas, C.
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glabrata, C. albicans y C. parapsilosis, este porcentaje fue significativamente menor
(25%) (Tumbarello et al. 2007). Shin y cols. en su estudio con 360 cepas, C. albicans fue
la que presentd menor ndmero de aislados formadores de biopelicula. Ademas, estos
autores observaron que los aislamientos de Candida no albicans recuperados de sangre
tienen mayor numero de aislados formadores (79%), comparados con los recuperados de

otras regiones anatomicas (52%) (Shin et al. 2002).

5.2 INFLUENCIA DEL BIOMATERIAL EN LA CINETICA DE FORMACION
DE LA BIOPELICULA DE CANDIDA SPP.

La cinética de crecimiento de las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis y C. glabrata sobre PTFE y titanio se determiné en el CDC Biofilm
Reactor durante 96 horas. Se incluyeron dos superficies con caracteristicas fisicoquimicas
y estructurales distintas con el objeto de estudiar la influencia del biomaterial en la
capacidad de formacion de biopelicula. EI PTFE es un polimero plastico, inerte e
hidréfobo, con una energia superficial baja (<20 mN/m) mientras que el titanio es un
biomaterial metalico, reactivo e hidrofilo, con una energia superficial alta (>70 mN/m).

Hemaos observado que el nimero de células viables adheridas en PTFE fue mayor que
en titanio, especialmente en C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis, donde la
diferencia en células adheridas entre ambos biomateriales estuvo comprendida entre 1y
2 Logio. En C. krusei y C. glabrata también se obtuvo un mayor nimero de células viables
adheridas en PTFE, en este caso la diferencia fue menor de 1 Logio. Este hecho también
se ha observado en Escherichia coli y P. aeruginosa; sin embargo, en otras especies como
S. aureus o S. epidermidis, la formacion de biopelicula es mayor sobre superficies
hidrofilas (Lidecke et al. 2014).

Otros estudios han analizado las diferencias en la capacidad de formacién de
biopelicula de Candida spp. en distintas superficies. Chandra y cols. estudiaron la
capacidad de formacion de biopelicula de C. albicans sobre superficies de poliuretano,
policarbonato-uretano y polietileno-tereftalato, modificados quimicamente para obtener
un rango amplio de caracteristicas superficiales: hidr6fobas, hidréfilas, cationicas y

anionicas. En su estudio, los autores obtuvieron una correlacion positiva entre el angulo
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de contacto de la superficie y la capacidad de formacion de biopelicula de C. albicans,
con recuentos significativamente superiores sobre las superficies con mayor angulo de

contacto y por tanto méas hidréfobas (Chandra et al. 2005).

5.3 INFLUENCIA DE LA HIDROFOBICIDAD CELULAR SUPERFICIAL EN
LA CINETICA DE FORMACION DE LA BIOPELICULA

En nuestro trabajo, hemos determinado la hidrofobicidad celular superficial de
aislados clinicos y cepas de referencia de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C.
tropicalis y C. glabrata. Los valores mas elevados de hidrofobicidad celular superficial,
superiores al 70%, se obtuvieron en los aislados clinicos de C. tropicalis y C. parapsilosis.
Sin embargo, las cepas de referencia ATCC® de estas dos especies han mostrados valores
de hidrofobicidad inferiores al 22%. C. krusei y C. glabrata mostraron valores
intermedios de hidrofobicidad, comprendidos entre el 14 y el 75% mientras que C.
albicans fue la especie con menor hidrofobicidad celular superficial, inferior al 30% en
todos los aislados analizados. Otros autores también observaron valores méas elevados de
hidrofobicidad celular superficial en C. tropicalis, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata
y C. albicans (Silva-Dias et al. 2015).

En nuestro trabajo obtuvimos, en las cepas del conjunto BIOCAN, una correlacion
exponencial positiva (r?=0,71) entre la hidrofobicidad celular superficial y el nimero de
células viables adheridas a la superficie de titanio (superficie hidréfila) (Figura 4.14). Por
ejemplo, en este biomaterial, el nimero de células viables presentes en las biopeliculas
de los aislados clinicos de C. parapsilosis y C. tropicalis (hidr6fobos) fue
significativamente superior al obtenido con las cepas de referencia ATCC® de estas
mismas especies (hidréfilas). Sin embargo, en PTFE (superficie hidréfoba), no obtuvimos
correlacion alguna entre la hidrofobicidad celular superficial y la capacidad de formacion
de biopelicula.

La influencia de la hidrofobicidad celular superficial en la capacidad de formacién de
biopelicula de Candida spp. ha sido estudiada por algunos autores. Blanco y cols.
observaron en C. albicans que las cepas con mayor hidrofobicidad presentaron mayor
capacidad de formacion de biopelicula en placas de poliestierno (Blanco et al. 2010).

Nuestro estudio, que ha incluido especies no albicans y dos biomateriales con
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caracteristicas superficiales distintas, pone de manifiesto que la hidrofobicidad superficial
de la cepa puede condicionar su capacidad para formar biopelicula en biomateriales
hidréfilos como el titanio, sin embargo, no influye sobre la capacidad de formacion de

biopelicula en biomateriales hidréfobos como el PTFE.

5.4 ACTIVIDAD DE LOS ANTIFUNGICOS SOBRE LA BIOPELICULA DE
CANDIDA SPP.

5.4.1 Eficacia del uso de antifiingicos a concentraciones elevadas como solucion de
sellado de catéteres venosos centrales.

El sellado antimicrobiano de catéteres venosos centrales es un procedimiento
terapéutico que consiste en la instilacion de una solucion de antimicrobiano en el interior
del catéter a una concentracion al menos 1.000 veces superior a la CMI del
microorganismo con el fin de erradicar la biopelicula microbiana formada en el interior
del dispositivo y evitar su retirada. Esta estrategia es especialmente Gtil en situaciones en
las que no es posible someter al paciente a una intervencion quirurgica para retirar el
dispositivo o es indispensable disponer de un acceso venoso central para el tratamiento
de la enfermedad de base del paciente.

La mayor parte de las guias terapéuticas (IDSA, ECCMID, SEIMC, etc.) (Mermel
etal. 2009) recomiendan el sellado antibiético como estrategia para esterilizar el
biomaterial y conservar el catéter cuando el agente etiolégico de la colonizacion y/o
infeccion es un estafilococo coagulasa negativo. Sin embargo, cuando el dispositivo es
colonizado por Candida, las guias recomiendan la retirada del catéter, una decisién
basada principalmente en la ausencia de evidencia y experiencia clinica en el uso de
soluciones de sellado eficaces frente a la biopelicula de Candida spp. y seguras para el
paciente (Walraven y Lee 2013).

En nuestro trabajo hemos evaluado la actividad de anfotericina B y anidulafungina a
concentraciones de 1.000 mg/L y 8 mg/L, respectivamente sobre la biopelicula de 24
horas de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata formadas en
PTFE y titanio. En los ensayos con anfotericina B, se obtuvo la erradicacién completa de

las biopeliculas de C. albicans y C. parapsilosis en 24 horas. Sobre el resto de especies
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estudiadas, la actividad de este antifungico fue limitada. Anidulafungina, ensayada a 8
mg/L para evitar la aparicion de efecto paradgjico, fue ligeramente mas eficaz sobre las
biopeliculas formadas en titanio que en PTFE, pero no logro la erradicacion de las mismas

en ninguno de los dos casos.

En los ensayos con C. parapsilosis hemos observado, como hecho destacable, que
tras obtener una erradicacion de la biopelicula a las 24 y a las 48 horas en ambos
biomateriales, se obtuvo un recrecimiento de la misma a las 72 horas. Este fendOmeno
podria estar relacionado con la pérdida de actividad del antifungico y con la presencia de
celulas latentes con actividad metabdlica reducida o persisters adheridas a la superficie
del biomaterial. Al-Dhaheriy cols. han descrito la presencia de persisters en la biopelicula
de C. parapsilosis expuesta a concentraciones de anfotericina B de hasta 100 mg/L (Al-
Dhaheri y Douglas 2008). El recrecimiento de la biopelicula de C. parapsilosis tras 72
horas de exposicion deberia tenerse en cuenta a la hora de definir los tiempos de recambio
de la solucion de sellado.

En este estudio, anfotericina B a concentracion de 1.000 mg/L no mostré una
actividad significativa sobre las biopeliculas de C. glabrata y C. krusei. La incapacidad
de estas especies para producir pseudomicelio hace que la citoarquitectura de la
biopelicula formada por esta especie sea distinta de la observada en otras levaduras del
género como C. albicans o C. parapsilosis. Desconocemos en qué grado pueden influir
las caracteristicas estructurales de la biopelicula de estas especies en su resistencia a

anfotericina B.

La utilizacion de anfotericina B a concentraciones elevadas sobre la biopelicula de C.
albicans se ha estudiado tanto in vitro como en modelo animales solo sobre las
biopeliculas de C. albicans. Toulet y cols. utilizando anfotericina B a una concentracion
de 1.000 mg/L, obtuvieron una letalidad superior al 80% sobre la biopelicula de C.
albicans, sin la erradicacion completa de la biopelicula (Toulet et al. 2012). Mukherjee y
cols. utilizando 1.500 mg/L de anfotericina B como solucion de sellado de en un modelo
in vivo de raton, erradicaron la biopelicula de C. albicans (Mukherjee et al. 2009).
Ensayos clinicos recientes han evaluado la eficacia de una solucion de sellado de
anfotericina B a 2.000 mg/L obteniendo una erradicacion del 100% de la biopelicula de
C. albicans (McGhee et al. 2016).
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Aunque nuestros resultados ponen de manifiesto el potencial uso de anfotericina B a
concentraciones elevadas sobre las biopeliculas de C. albicans y C. parapsilosis formadas
en distintos biomateriales, la falta de actividad de este antifngico sobre las biopeliculas
de especies como C. tropicalis, C. glabrata y C. krusei evidencia la necesidad de

desarrollar nuevas estrategias frente al resto de especies.

5.4.2 Efecto de la combinacion de antifiingicos sobre la biopelicula de C. tropicalis.

En este estudio, hemos evaluado la actividad de la anfotericina B, combinada con
anidulafungina a concentraciones de 40 y 8 mg/L, respectivamente, sobre las biopeliculas
de dos aislados clinicos y una cepa de referencia de C. tropicalis formadas en PTFE y

titanio.

La actividad de esta combinacion de antifingicos dependié de la capacidad de
formacion de biopelicula del aislado ensayado. La interaccién se clasifico6 como
indiferente en ambos biomateriales siguiendo los criterios establecidos para las curvas de
letalidad (Lewis etal. 2002) (Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2016). Sin
embargo, si se analiza con respecto al antifungico mas activo (anfotericina B) se observa
una tendencia al antagonismo ya que la adicion de anidulafungina produjo, en los dos
aislados clinicos de C. tropicalis ensayados, una reduccion de la letalidad de anfotericina
B tanto en PTFE como en titanio (Figura 4.34). La combinacion de estos antifngicos es
menos letal que la anfotericina B sola. La pérdida de letalidad se relaciond con la
capacidad de formar biopelicula. Observamos que cuanto mayor capacidad de formacién

de biopelicula tenia la cepa, menos letal fue la combinacion.

La combinacion de equinocandinas y anfotericina B ha sido evaluada por otros
autores utilizando metodologias como la microdilucion bidimensional en tablero de
ajedrez. Por este método, la interaccién de caspofungina y anfotericina B sobre la
biopelicula de C. albicans se ha clasificado como indiferente (Bachmann et al. 2003)
(Tobudic et al. 2010a). Valentin y cols. observaron un efecto sinérgico de la combinacion
de anidulafungina y anfotericina B sobre las biopeliculas de C. albicans y C. glabrata, e

indiferente en C. tropicalis y C. parapsilosis (Valentin et al. 2016).
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Nuestros resultados, sugieren que la combinacién de anidulafungina y anfotericina B
podria no ser una estrategia adecuada para el tratamiento de las infecciones relacionadas
con la biopelicula de C. tropicalis.

5.4.3 Efecto del biomaterial sobre la sensibilidad de las biopeliculas de C. tropicalis

a los antifangicos.

En nuestro estudio hemos observado diferencias significativas de actividad de algunos
antifungicos sobre biopeliculas de la misma cepa formada sobre distintos biomateriales.
Terbinafina, 5-fluorcitosina y caspofungina son significativamente mas eficaces sobre las
biopeliculas de C. tropicalis formadas en PTFE, que sobre las formadas en titanio.
Algunos autores han estudiado la posible influencia del biomaterial en la letalidad de la

biopelicula bacteriana a los antibi6ticos.

Las diferencias de letalidad obtenidas segun el biomaterial pueden ser explicadas por
dos hipétesis. 1) Es posible que existan diferencias significativas en la citoarquitectura de
la biopelicula de Candida spp. formada sobre distintos biomateriales, que podrian influir
en el acceso del antifungico a las células de la biopelicula. 2) Es posible que existan
fuerzas de interaccion hidrofobicas entre los biomateriales mas hidrofobos como el PTFE
y los antifungicos con menor coeficiente de solubilidad como la terbinafina, 5-
fluorocitosina y caspofungina que podria favorecer en cierta medida el acceso del farmaco
a la biopelicula.

5.4.4 Resistencia de la biopelicula de Candida spp. a los antifungicos.

Azoles

En este trabajo, hemos estudiado la cinética de letalidad del posaconazol en un rango
de concentraciones comprendidas entre 1 mg/L y 8 mg/L sobre la biopelicula de C.
tropicalis formada en PTFE vy titanio. El posaconazol fue el Gnico antifungico del estudio
gue no mostro letalidad sobre la biopelicula de C. tropicalis de 24 horas de maduracion,
la cual continuo creciendo en todas las concentraciones ensayadas y en todos los tiempos

experimentales. Otros autores tampoco han encontrado actividad del posaconazol sobre

145



Discusion

biopeliculas de C. albicans y C. parapsilosis (Katragkou et al. 2008) (Tobudic et al.
2010Db) (Cateau et al. 2011).

Se ha descrito que los mecanismos de resistencia a azoles en la biopelicula de Candida
spp. son especificos de la fase de desarrollo en la que esta se encuentra. Durante las fases
tempranas de crecimiento de la biopelicula, la resistencia a azoles estd mediada por
bombas de expulsion o efflux como MDR1, CDR1y CDR2, mientras que en la biopelicula
madura, adquieren mas importancia otros mecanismos como la reduccion de la
permeabilidad de la membrana fruto de una disminucién en el contenido de ergosterol
(Tobudic et al. 2012).

En general, los estudios publicados hasta la fecha muestran una limitada actividad de
los azoles sobre la biopelicula de Candida spp. Ramage y cols. observaron que la
biopelicula de C. albicans tolera concentraciones elevadas de fluconazol (>1.024 mg/L)
y las células dispersadas de esta biopelicula mantienen el mismo nivel de resistencia al
antifungico (Ramage et al. 2002a). Valentin y cols. refieren unas CMIBso de voriconazol
mayores de 128 mg/L para las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
y C. glabrata (Valentin et al. 2016).

Equinocandinas

En nuestro estudio hemos determinado la CMIB de anidulafungina sobre las
biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata v,
ademas, hemos evaluado la cinética de letalidad de caspofungina, anidulafungina y
micafungina en un rango de concentraciones comprendidas entre 4 y 32 mg/L sobre la
biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE y titanio. Nuestros resultados de letalidad
realizados en el CDC Biofilm Reactor y las CMIB obtenidas mediante el ensayo de
reduccion del XTT coinciden al mostrar que las equinocandinas poseen una actividad
limitada sobre la biopelicula de C. tropicalis especialmente a las concentraciones
alcanzadas en plasma (CMIBso de AND >16 mg/L) mientras que son mas activas sobre
las biopeliculas de C. krusei y C. glabrata (CMIBsg de AND <0,06 mg/L). Otros autores
tambien obtienen CMIBs de las equinocandinas elevadas para C. tropicalis. Valentin y
cols. obtuvieron valores de CMIBso de anidulafungina mayores de 16 mg/L para C.

tropicalis y mayores de 8 mg/L para C. parapsilosis (Valentin et al. 2016). En el estudio
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de Seidler y cols. la CMIB de micafungina para las biopeliculas de C. albicans, C.
parapsilosis y C. glabrata fue menor de 1 mg/L, sin embargo, C. tropicalis presentd una
CMIBsp mayor de 16 mg/L (Seidler et al. 2006).

A diferencia de caspofungina, anfotericina B, terbinafina y 5-flurocitosina, en los
ensayos con anidulafungina y micafungina no se obtienen diferencias de letalidad entre
las biopeliculas formadas en PTFE vy titanio. Ademas, hemos observado una pérdida de
letalidad de anidulafungina y micafungina a concentraciones elevadas (16 y 32 mg/L)
sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en ambos biomateriales, la cual hemos

interpretado como el efecto paradojico descrito para las equinocandinas.

La mayor letalidad y el menor efecto paraddjico se obtuvo con caspofungina sobre las
biopeliculas de C. tropicalis formadas en PTFE, en cambio, este antifngico no tuvo
actividad sobre la biopelicula formada en titanio. Algunos autores han obtenido resultados
alentadores en el uso de equinocandinas a concentraciones muy superiores a la CMI como
solucidn de sellado antifungico para catéteres venosos centrales. Basas y cols. evaluaron
la actividad de anidulafungina a una concentracién de 3.300 mg/L sobre la biopelicula de
C. parapsilosis en un modelo in vivo en raton de infeccion asociada a catéter. En su
estudio, los autores alcanzaron a erradicar la biopelicula hasta en un 73% de los casos
(Basas et al. 2016).

En la literatura se han reportado diversas hipétesis para explicar la resistencia de la
biopelicula de C. tropicalis a equinocandinas. La primera de ellas esta relacionada con la
composicion de la matriz extracelular. En C. albicans (CMIBso para AND <0,03 a >16
mg/L), la matriz extracelular estd compuesta principalmente por moléculas de glucosa,
ensambladas, al igual que en la pared celular, formando B-1,3-glucano mientras que la
matriz extracelular de C. tropicalis esta compuesta principalmente de hexosaminas
formando un polisacarido similar a la quitina, el cual podria disminuir la permeabilidad
de la matriz e impedir la difusion de la anidulafungina en el interior de la biopelicula (Al-
Fattani y Douglas 2006). La segunda hipOtesis esta relacionada con una respuesta
adaptativa frente al antifingico. Walker y cols. estudiaron la respuesta a caspofungina de
las células presentes en las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y
Candida guillermondi y observaron un incremento significativo en la proporcion de

quitina presente en la pared celular en presencia de concentraciones cercanas al 50% de
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la CMI (Walker et al. 2013). Ademas, Li y cols. estudiaron las células persistentes o
persisters presentes en la biopelicula de C. albicans expuesta a 128 mg/L de caspofungina
e identificaron en ellas la sobreexpresion de determinadas proteinas relacionadas con la

integridad de la matriz extracelular como Cshl (Li et al. 2015).

Anfotericina B

Anfotericina B mostré buena actividad sobre las biopeliculas de C. krusei y C.
glabrata. Las CMIBgo de estas especies (0,5 a 2 mg/L) estuvieron en rangos cercanos a
los valores fisiologicos de este antiflngico. Por el contrario, sobre los aislados clinicos de
C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis la actividad de anfotericina B fue limitada,
con valores de CMIBgo (8 a >8 mg/L) claramente superiores a los alcanzados en sangre
tras la administracion de una dosis estandar. Estos resultados son comparables con los
obtenidos por otros autores para estas especies. Maiolo y cols. estudiaron la actividad de
anfotericina B sobre las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei y C.
glabrata obtuvieron valores de CMIBgo iguales o superiores a 8 mg/L en todos los
aislados (Maiolo etal. 2014). Marcos-Zambrano y cols. sobre la biopelicula de C.
tropicalis obtuvieron valores de CMIBgo comprendidos entre 2 y més de 16 mg/L
(Marcos-Zambrano et al. 2016).

En nuestro trabajo obtuvimos una correlacion exponencial positiva (r>= 0,6) entre la
capacidad de formacién de biopelicula en placas de poliestierno determinada mediante
tincion con cristal violeta (DOs70) y la CMIBso a anfotericina B (Figura 4.5). Las cepas
mas formadoras de biopelicula presentaron las CMIBsg méas elevada a este antifungico.
Esta correlacion pone de manifiesto la importancia que posee la formacion de biopeliculas

como mecanismo de resistencia a anfotericina B en Candida spp.

Las biopeliculas expuestas a la concentracion fisiologica de 1,5 mg/L continuaron
creciendo hasta alcanzar recuentos de células viables dos 6rdenes de magnitud superiores
a los obtenidos en la biopelicula de 24 horas. La letalidad comenz6 a concentraciones
superiores a la CMIBgo (>8 mg/L) y se incrementd con la concentracion. Anfotericina B
a 40 mg/L erradico la biopelicula de C. tropicalis formada sobre titanio, sin embargo, a
estas concentraciones el PTFE permanecio colonizado. Este hecho podria ser explicado

teniendo en cuenta que el nimero de células viables presente en la biopelicula era
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significativamente mayor en PTFE que en titanio. Por tanto, aunque la constante de
reduccion de células viables (K) era similar en ambos biomateriales (Figura 4.20),
anfotericina B pudo erradicar la biopelicula formada sobre titanio, que era el biomaterial

menos colonizado.

Existen pocos estudios relacionados con cinéticas de letalidad de anfotericina B sobre
biopeliculas de Candida no albicans formadas en distintos biomateriales, lo cual impide
la comparacion de resultados. EI-Azizi y cols. utilizaron un modelo in vitro que simulaba
la farmacocinética de la anfotericina B y expusieron la biopelicula de C. albicans a
concentraciones de hasta 3 mg/L. En este rango de concentraciones, anfotericina B no fue
capaz de erradicar la biopelicula y tampoco células dispersadas desde la misma,

alcanzando una letalidad maxima del 18% (El-Azizi et al. 2012).

Algunos autores han propuesto diversas hipotesis para explicar la resistencia de la
biopelicula de Candida spp a anfotericina B. Liu y cols. observaron una pequefia fraccion
de células en estado latentes o persisters, presentes en las biopeliculas de C. albicans, C.
glabrata y C. tropicalis que sobrevivieron a la exposicion a 256 mg/L de anfotericina B
durante 96 horas (Li et al. 2014). Otros autores observaron la existencia de mecanismos
de compensacion que se activan en presencia del anfotericina B. Rodrigues y cols.
observaron un incremento significativo de la concentracidn de polisacaridos presentes en
la matriz de C. glabrata tras la exposicion a concentraciones fisioldgicas de anfotericina
B (Rodrigues et al. 2016).

55 ACTIVIDAD DE COMPUESTOS DESESTRUCTURADORES
COMBINADOS CON ANTIFUNGICOS SOBRE LA BIOPELICULA DE
CANDIDA SPP.

En este trabajo hemos evaluado la actividad de anfotericina B y anidulafungina,
combinadas con acido etilendiaminotetraacético (EDTA), rifampicina, N-acetilcisteina,
claritromicina y farnesol sobre la biopelicula de Candida spp. de 24 horas de maduracién
y formada sobre superficies de PTFE y titanio. Nuestros resultados ponen de manifiesto

que la utilizacién de algunos de estos compuestos, especialmente EDTA y rifampicina,
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mejora la actividad de los antifangicos sobre las biopeliculas de las especies no albicans,

especialmente en C. tropicalis.

5.5.1 Acido etilendiaminotetraacético

El EDTA es un &cido organico tetracarboxilico derivado del etano. La principal
caracteristica de esta molécula es su actividad como agente quelante de iones metalicos
como el calcio o el magnesio, mediante la formacion en su estructura de hasta seis grupos

de coordinacion, también llamados quelatos (Segura Egea et al. 1997).

El EDTA es capaz de capturar iones metalicos presentes en la estructura de
biomoléculas como las metaloenzimas, interfiriendo en su actividad bioldgica o
provocando su inactivacion, motivo por el cual es utilizado como anticoagulante y
conservante de la sangre extraida para estudio hematoldgico. Ademas, el EDTA se
administra por via intravenosa para el tratamiento de la intoxicacion por plomo, la

hipercalcemia y determinadas arritmias ventriculares inducidas por digitalicos.

La actividad del EDTA sobre la biopelicula bacteriana ha sido descrita previamente.
Algunos autores han demostrado que su eficacia sobre la biopelicula no es debida a un
efecto de inhibicidén del crecimiento o muerte celular, sino que es el resultado del
secuestro de iones metélicos como el calcio, indispensables para estabilizar la matriz
extracelular (Banin et al. 2006). Ramage Yy cols. estudiaron el efecto del EDTA sobre la
biopelicula de C. albicans y observaron que inhibe la transicion levadura - micelio en C.
albicans, y la expresion de la adhesina Hwp1l, generando una biopelicula desestructurada,
consistente en una monocapa de blastosporas adheridas (Ramage et al. 2007). El EDTA,
ha demostrado ser eficaz como solucion de sellado de catéter venoso central, frente a un
gran numero de biopeliculas bacterianas. Algunos autores han obtenido un incremento
significativo de la actividad de gentamicina, vancomicina, minociclina o amikacina en
presencia de EDTA, sobre la biopelicula de S. epidermidis, S. aureus, Enterococcus
faecalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae (Lebeaux et al. 2014)
(Raad etal. 2013). Las propiedades antimicrobianas del EDTA, unido a su actividad
como anticoagulante, le convierten en un sustituto idoneo de la heparina en la prevencion
de la oclusién del catéter, an mas cuando estudios previos han demostrado como la

heparina estimula la formacion de la biopelicula de S. aureus (Shanks et al. 2005).
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En este trabajo, hemos estudiado la actividad del EDTA en combinacion con
anidulafungina y anfotericina B sobre las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis, y C. glabrata, formadas sobre PTFE vy titanio. La actividad de la
combinacion dependio del antifungico, la especie y el biomaterial que actué como
sustrato. La combinacion de anidulafungina y EDTA, ensayada utilizando
concentraciones de 8 mg/L y 30 mg/L, respectivamente, fue aditiva sobre la biopelicula
de C. tropicalis en titanio e indiferente las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis,
C. krusei y C. glabrata formadas en ambos biomateriales. La combinacidn de anfotericina
B y EDTA, ensayada utilizando concentraciones de 1.000 mg/L y 30.000 mg/L
respectivamente, fue sinérgica sobre la biopelicula de C. tropicalis y aditiva sobre C.
krusei, tanto en PTFE como en titanio, sin embargo, fue indiferente sobre C. albicans, C.

parapsilosis y C. glabrata en ambos biomateriales.

La anfotericina B sola mostr6 una excelente actividad sobre la biopelicula de C.
parapsilosis, erradicandola las 24 horas en ambos biomateriales. Sin embargo, hay un
recrecimiento de la misma a las 72 horas. Aunque la interaccion de anfotericina B y
EDTA se clasificd como indiferente, la adicion de esta molécula evita el recrecimiento
observado a las 72 horas en las biopeliculas formadas en titanio y expuestas a anfotericina
B. La combinacién de anfotericina B y EDTA podria tener ciertas ventajas con respecto
a la anfotericina B sola, especialmente al evitar el recrecimiento de la biopelicula tras 48

horas de exposicion al antifungico.

Raad y cols. utilizando placas de poliestireno como modelo in vitro, obtuvieron una
mejora de la actividad de anfotericina B (2.000 mg/L) al combinarla con EDTA (30.000
mg/L) sobre las biopeliculas de C. albicans y C, parapsilosis (Raad et al. 2008), sin
embargo, en nuestro modelo experimental la interaccion es indiferente. Esta diferencia

entre ambos estudios, podria ser explicada por las diferencias metodologicas.

Nuestros resultados ponen de manifiesto el potencial de la combinacion de
anfotericina B y EDTA como solucion de sellado para la erradicacion de las biopeliculas
de C. tropicalis y C. krusei, la cual ha sido especialmente activa sobre las biopeliculas
formadas en PTFE, alcanzando una reduccion de células viables adheridas superior a los
4 Logio ufc/cm? tras 72 horas de exposicion. Las propiedades anticoagulantes del EDTA,

unido a su capacidad para mejorar la actividad de estos antifangicos, pueden convertir a
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esta molécula en una potencial sustituto de la heparina en el manejo y sellado

antimicrobiano de los catéteres venosos centrales.

5.5.2 Rifampicina

La rifampicina es un antimicrobiano macrociclico y liposoluble, derivado
semisintético de la rifamicina B que inhibe especificamente la iniciacion de la sintesis del
ARN mediante su interaccion con la subunidad beta de la ARN polimerasa y bloqueo del
conducto donde se debe alojar el hibrido ARN-ADN. Es activa frente a la mayor parte de
los cocos y bacilos Gram positivos y en la actualidad es un antibiético de eleccion para el
tratamiento de la infeccion protésica osteoarticular, debido a su demostrada actividad
sobre la biopelicula estafilocdcica (Trampuz y Widmer 2006). Sin embargo, el rapido
desarrollo de resistencias a rifampicina hace recomendable su administracion en
combinacidn con otros antibioticos antiestafilocdcicos como las quinolonas, vancomicina
o linezolid (Ariza et al. 2008).

En el presente estudio, hemos evaluado la actividad de la rifampicina, combinada con
anidulafungina y anfotericina B sobre las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis y C. glabrata, formadas en PTFE vy titanio. La interaccién de
anidulafungina y rifampicina, ensayadas a una concentracion de 8 y 10 mg/L
respectivamente, fue indiferente sobre las biopeliculas de C. albicans, C. parapsilosis y
C. glabrata formadas tanto en PTFE como en titanio. Sobre las biopeliculas de C. krusei
en PTFE y C. tropicalis en titanio fue aditiva. La combinacién de anfotericina B y
rifampicina, ensayadas ambas a 1.000 mg/L, fue sinérgica sobre la biopelicula de C.
tropicalis y aditiva sobre la pelicula de C. glabrata, tanto en PTFE como en titanio. En el
resto de las especies ensayadas (C. albicans, C. parapsilosis y C. krusei) la combinacién

fue indiferente con respecto a la anfotericina B sola.

En los dltimos afios, algunos estudios han mostrado el potencial que posee la
combinacion de anfotericina B y rifampicina sobre la biopelicula de C. albicans, C.
parapsilosis y C. glabrata, pero no sobre C. tropicalis y C. krusei, utilizando
concentraciones inferiores a las utilizadas en este estudio (El-Azizi 2007) (Del Pozo et al.
2011). El mecanismo por el cual la actividad de anfotericina B mejora en presencia de

rifampicina puede ser debido al aumento de la permeabilidad tanto a nivel de la pared
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celular como de la matriz extracelular producida por la anfotericina B, lo cual facilitaria
la difusion de la rifampicina al interior celular, alcanzando de esta manera la ARN
polimerasa fangica (El-Azizi 2007).

Los resultados de este trabajo, ponen de manifiesto la eficacia la combinacién de
rifampicina y anfotericina B sobre las biopeliculas de C. tropicalis y C. krusei a
concentraciones elevadas (1.000 mg/L), lo cual puede ser util como solucion de sellado
de catéteres venosos centrales. anfotericina B erradico las biopeliculas de C. albicans y

C. parapsilosis y la adicion de rifampicina no afecto la actividad del antifungico solo.

5.5.3 N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina es un precursor del aminoacido L-cisteina y se caracteriza por la
presencia en su estructura de un grupo sulfhidrilo, cuya oxidacion permite la unién de dos
moléculas mediante un puente disulfuro. Esta caracteristica le aporta a la N-acetilcisteina
una gran capacidad reductora y por tanto antioxidante, la cual es especialmente til para
la reduccion de las especies reactivas del oxigeno. Ademas, la N-acetilcisteina actia como
precursor del glutation ya que su desacetilacion hepatica permite disponer de niveles
adecuados de cisteina para la sintesis de este ultimo (Dinicola etal. 2014). La N-
acetilcisteina es ampliamente conocida por ser un agente mucolitico, debido a su
capacidad para reducir los puentes disulfuro presentes en las secreciones mucosas, algo
especialmente atil cuando se pretende disminuir la viscosidad de las secreciones
bronquiales. Ademaés, la N-acetilcisteina posee efecto antinflamatorio debido a la
inhibicién de la expresion de moléculas de adhesion celular ICAM y VCAM lo cual
dificulta la migracion de monocitos y macrofagos a través del endotelio. La N-
acetilcisteina se utiliza ademas para el tratamiento de la intoxicacion por paracetamol, ya
que restablece los niveles hepaticos de glutation y asi reduce el riesgo de muerte celular
de los hepatocitos por estrés oxidativo. La administracion intravenosa de 150 mg/kg de
N-acetilcisteina seguidos de 50 mg/kg, permite alcanzar una concentracion sérica maxima
de 35 mg/L (Prescott et al. 1989).

La eficacia de la N-acetilcisteina sobre la biopelicula bacteriana ha sido evaluada por
diversos autores a lo largo de los Gltimos afios. Olofsson y cols. han sugerido que la N-

acetilcisteina puede alterar los puentes disulfuro de determinadas enzimas implicadas en
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la sintesis de la matriz de la biopelicula. Estos autores observaron que la N-acetilcisteina
a una concentracion de 0,5 mg/mL produce una reduccién significativa de la matriz
extracelular de Stahpylococcus warneri, Bacillus cereus, y Acinetobacter iwofii (Olofsson
et al. 2003) las cuales mostraron una matriz delgada, similar a una fina capsula alrededor
de la célula. También ha mostrado ser eficaz combinada con antibioticos, especialmente
en el rango de las concentraciones de sellado de catéter venoso central. Aslam y cols.,
observaron un efecto sinérgico entre N-acetilcisteina (80.000 mg/L) y tigeciclina (1.000
mg/L) sobre las biopeliculas de S. aureus, K. pneumoniae y Acinetobacter baumanii
(Aslam etal. 2007). Ademas ha mejorado la actividad de ciprofloxacino sobre la

biopelicula de P. aeruginosa formada en moldes de cemento 6seo (Onger et al. 2016).

En el presente trabajo, hemos estudiado la actividad de la N-acetilcisteina combinada
con anidulafungina y anfotericina B sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en
PTFE vy titanio. La combinacién de anidulafungina y N-acetilcisteina, ensayada a una
concentracion de 8 y 40 mg/L, respectivamente, es indiferente sobre la biopelicula de C.
tropicalis formada en PTFE, sin embargo, es aditiva sobre la misma biopelicula formada
en titanio. Por otra parte, la combinacion de anfotericina B y N-acetilcisteina ensayadas
a una concentracion de 1.000 mg/L y 4.000 mg/L, respectivamente, es sinérgica sobre la
biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE y aditiva sobre la biopelicula formada en

titanio.

Los resultados obtenidos evidencian la eficacia de la combinacion de N-acetilcisteina
con anidulafungina, especialmente sobre superficies de titanio y ademas con anfotericina
B como solucion de sellado de catéter venoso central. En la actualidad, pocos estudios
han evaluado la eficacia de N-acetilcisteina sobre la biopelicula de Candida spp.
Venkatesh y cols. obtuvieron una reduccion significativa de la biomasa y el grosor de la
biopelicula de C. albicans tras la exposicion a N-acetilcisteina a una concentracion de
8.000 mg/L (Venkatesh et al. 2009). Estos autores también observaron un efecto sinérgico
en la combinacion de N-acetilcisteina con anfotericina B o con fluconazol sobre esta
misma especie. Recientemente, Mahmoud y cols. obtuvieron un incremento en la
actividad del ketoconazol en presencia de N-acetilcisteina sobre la biopelicula de C.
albicans (Mahmoud et al. 2014). El hecho de que la N-acetilcisteina sea eficaz en
combinacion con dos antifungicos, cuyos mecanismos de accion son muy distintos,

fortalece la hipdtesis de que la N-acetilcisteina actia de manera inespecifica, afectando
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los puentes disulfuro establecidos entre componentes de la matriz extracelular y los

presentes en las enzimas implicadas en la sintesis de esta.

5.5.4 Claritromicina

Los macrolidos son una familia de moléculas lipofilicas que tienen en comun un anillo
lactonico macrociclico de 14 atomos de carbono en el caso de la eritromicina o la
claritromicina y de 15 atomos en el caso de la azitromicina. Los macrolidos inhiben la
sintesis proteica mediante la interaccion con la subunidad 50S del ribosoma bacteriano.
Ademas, los macrdlidos poseen propiedades antinflamatorias e inmunomoduladoras
debido a su interaccion con genes y rutas moleculares que regulan estos procesos.
Ademas, algunos autores han observado que los macrélidos estimulan la expresién de

enzimas lisosomales como pueden ser las hexosaminidasas (Gerbaux et al. 1996).

La claritromicina es el macrdlido méas estudiado sobre la biopelicula bacteriana,
especialmente las de P. aeruginosa y S. aureus. Yasuda y cols. observaron una reduccién
significativa de la concentracion de alginato y hexosas en la matriz extracelular de P.
aeruginosa expuesta a claritromicina (Yasuda et al. 1993). De igual forma, claritromicina
mejoro la actividad de vancomicina, daptomicina, moxifloxacino e imipenen, sobre la

biopelicula estafilocécica (Parra-Ruiz et al. 2012).

En este trabajo, hemos evaluado la actividad de la claritromicina combinada con
anidulafungina y anfotericina B sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE y
titanio. La combinacion de anidulafungina y claritromicina, ensayada a una concentracién
de 8 y 5 mg/L, respectivamente, es indiferente mientras que combinada con anfotericina
B, ambas a 1.000 mg/L, es aditiva. Los resultados obtenidos muestran el potencial de la
combinacion de anfotericina B y claritromicina como solucion de sellado de catéteres

venosos centrales.

Pocos estudios han evaluado la actividad de los macrélidos y en especial de la
claritromicina sobre la biopelicula fangica. Del Pozo y cols., utilizando un modelo in vitro
basado en placas de microtitulacién de 96 pocillos observaron una interaccién sinérgica

entre claritromicina y anfotericina B sobre la biopelicula de C. albicans, C. parapsilosis
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y C. glabrata, mientras que sobre, C. krusei y C. tropicalis dicha interaccion fue
indiferente (Del Pozo et al. 2011). Wu y cols. utilizaron eritromicina como solucién de
sellado durante un episodio de sepsis asociada a catéter, con aislamientos de C.
parapsilosis y S. aureus, obteniendo una mejoria clinica a los 2 dias (Wu y Lee 2007).
En nuestro estudio, como se ha mencionado anteriormente, la interaccion de anfotericina
B y claritromicina es aditiva sobre las biopeliculas de C. tropicalis. Esta discrepancia con
Del Pozo y cols. podria ser debida a las diferencias del modelo in vitro y al rango de

concentraciones utilizadas.

5.5.5 Farnesol

El farnesol fue la primera molécula de quorum sensing descrita en un organismo
eucariota y es liberado por la biopelicula de Candida spp. cuando la densidad celular en
el interior de la misma es elevada. En estas situaciones, donde la sobrepoblacion celular
pone en riesgo la viabilidad de la comunidad microbiana, debido a la limitada
disponibilidad de nutrientes, el farnesol favorece la desestructuracion de la biopelicula y
la dispersion de nuevas células plancténicas (Ramage et al. 2002b). El farnesol inhibe la
transicién morfoldgica levadura—micelio y la expresion de adhesinas como Cshl (Cao
et al. 2005).

En el presente trabajo, hemos estudiado la actividad del farnesol combinado con
anidulafungina y anfotericina B sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE y
titanio. La combinacion de anidulafungina y farnesol, ensayada a una concentracién de 8
mg/L y 30 uM, respectivamente, es indiferente sobre la biopelicula de C. tropicalis
formada en ambos biomateriales. Por su parte, la combinacion de anfotericina B y
farnesol ensayadas a una concentracion de 1.000 mg/L y 300 uM respectivamente, es
aditiva sobre la biopelicula de C. tropicalis formada en PTFE e indiferente sobre la

biopelicula formada en titanio.

Estos resultados evidencian que el farnesol no mejora de manera significativa la
actividad de anfotericina B ni la de anidulafungina sobre la biopelicula de C. tropicalis.
Solamente obtuvimos un efecto aditivo en la combinacion de anfotericina B con farnesol

a elevadas concentraciones sobre la biopelicula de esta especie formada en PTFE. Es
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posible que el papel del farnesol como molécula de quorum sensing en C. tropicalis sea
limitado, teniendo en cuenta que la produccién de farnesol en esta especie, segin Weber
y cols., es muy reducida en comparacion con C. albicans. Estos autores observaron que
la presencia de farnesol en la biopelicula de Candida depende de la especie estudiada. C.
albicans es la que produce farnesol en mayor cantidad (35,6 uM), seguida de C. tropicalis
(1 uM), C. parapsilosis (0,6 uM), C. krusei (0,6 uM) y C. glabrata (0,4 uM). (Weber
et al. 2008). Mosel y cols. reportaron que para inhibir la produccion del tubo germinal en
C. albicans era suficiente una concentracion de 1 a 2 uM de farnesol, sin embargo, en
presencia de suero se requirié hasta 250 uM (Mosel et al. 2005). Algunos autores han
observado que el farnesol produce una reduccién de la hidrofobicidad celular superficial
en C. albicans debido a la inhibicion de la expresion de determinadas proteinas de
superficie ricas en dominios hidrofébicos (Cao etal. 2005). En consecuencia, se
considero interesante estudiar la actividad del farnesol sobre un aislado clinico de C.
tropicalis (B10) con una hidrofobicidad celular superficial elevada (73,47%), sin

embargo, obtuvimos una eficacia reducida de esta molécula.

El farnesol ha demostrado sinergismo con anfotericina B, fluconazol y micafungina
sobre la biopelicula de C. albicans (Katragkou et al. 2015). De igual forma, el farnesol ha
reducido de manera significativa la CMI de anfotericina B, fluconazol, itraconazol y
caspofungina sobre células planctonicas de C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis
(Cordeiro et al. 2013). Aunque estos estudios han observado una mejor actividad de los
antifungicos combinados con farnesol sobre biopeliculas de C. albicans, es posible que
el papel esta molécula como quorum sensing en C. tropicalis sea limitado, teniendo en
cuenta que la produccién de farnesol en C. tropicalis es muy reducida en comparacién

con C. albicans.

5.6 FORTALEZASY LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La mayor parte de los estudios relacionados con la biopelicula de Candida spp. se han
realizado sobre C. albicans y generalmente han estado enfocados a determinar la
capacidad de formacion de biopelicula en placas de poliestierno con aislados de distintos
origenes y determinar la sensibilidad de las biopeliculas a los antifungicos calculando la
CMIB de los mismos mediante el ensayo de reduccion del XTT. En nuestro trabajo,
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ademas de utilizar estas metodologias para conocer la sensibilidad, hemos incorporado
un reactor bioldgico, el CDC Biofilm Reactor, con el objetivo de estudiar tanto la cinética
de formacion la biopelicula como la cinética de letalidad de los antifingicos en un rango
de concentraciones fisioldgicas y de sellado de catéter ademéas de otros nuevos
compuestos, combinados con antifingicos, sobre las biopeliculas de C. albicans y otras
especies del género como C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata. Ademas,
también hemos estudiado la influencia del biomaterial tanto en la formacion de la
biopelicula como en la letalidad de los antifungicos. Esta metodologia nos ha permitido
conocer el numero de células viables presentes en la biopelicula por unidad de superficie

de los dos biomateriales ampliamente utilizados en la préactica médica actual.

La laboriosidad y la duracion de los ensayos en el CDC Biofilm Reactor dificultan
ampliar el estudio de un gran nimero de cepas. Este hecho limita el alcance de nuestros
resultados ya que en algunos ensayos solo hemos utilizado un aislado de cada especie.
Sin embargo, los aislados ensayados proceden de un cribado de cepas clinicas y
seleccionadas por su gran capacidad para formar biopelicula. Esto nos permitié ensayar
la cinética de letalidad de los antifungicos y otros compuestos enfrentandolos a las

condiciones més adversas posibles.

5.7 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Los resultados obtenidos en este trabajo sientan las bases para el desarrollo de nuevas
lineas de investigacion relacionadas con el estudio de la citoarquitectura y la composicion

de la matriz extracelular de la biopelicula de Candida spp.

Los estudios de citoarquitectura estaran encaminados a analizar la conformacion
estructural de la biopelicula y conocer los mecanismos subyacentes que expliquen las
observaciones realizadas en este estudio, especialmente en relacion con las diferencias de
colonizacion entre biomateriales y la influencia de la hidrofobicidad celular superficial

en el proceso de formacion de la biopelicula en titanio.
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Los estudios de composicion de la matriz extracelular de las diferentes especies de
Candida son de gran interés para conocer las diferentes moléculas que integran la
estructura de la biopelicula, las interacciones que existen entre ellas y poder explicar de
esta forma la actividad de los distintos compuestos que han sido evaluados a lo largo del
estudio. Ademas, conocer los metabolitos y otras moléculas liberadas por la biopelicula
al medio externo, podria ser Gtil en la busqueda de marcadores in vivo de formacion de

biopelicula.
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Conclusiones

1. La capacidad de formacion de la biopelicula de Candida spp. sobre
superficies inertes depende no solo de la especie sino también del aislado y del
biomaterial. C. tropicalis es la especie con mayor capacidad de formacién de biopelicula,

seguida de C. parapsilosis, C. krusei, C. albicans y C. glabrata.

2. Las propiedades fisicoquimicas del biomaterial que actla como sustrato y
la hidrofobicidad del aislado influyen en la formacion de la biopelicula de Candida spp.
Las cinco especies analizadas forman mas biopelicula en PTFE (hidréfobo) que en titanio
(hidrofilo).

3. La hidrofobicidad celular se correlaciona con una mayor formacién de
biopelicula en titanio, pero no en PTFE. Las cepas hidrofobas tienen mayor capacidad de

formacion de biopelicula en titanio en comparacion con las cepas hidrofilas.

4. La sensibilidad de las biopeliculas de Candida spp. a anfotericina B esta
relacionada con la capacidad de la cepa para formar biopelicula. Las cepas mas

formadoras son menos sensibles que las poco formadoras.

5. Anidulafungina es mas activa sobre las biopeliculas de C. krusei y C.
glabrata, posee actividad limitada sobre las biopeliculas de C. albicans y C. parapsilosis

y no es activa sobre las biopeliculas de C. tropicalis.

6. La letalidad de los antifingicos sobre la biopelicula de Candida spp.
depende del biomaterial sobre el que se desarrolla y aumenta con la concentracion,
excepto en las equinocandinas donde se observa efecto paraddjico. Anfotericina B es mas
letal sobre las biopeliculas formadas en titanio; caspofungina, terbinafina y 5-
fluorocitosina sobre las desarrolladas en PTFE; la letalidad de anidulafungina y
micafungina es similar en ambos biomateriales, y posaconazol no tiene letalidad sobre las

biopeliculas formadas en ninguna de las dos superficies.
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7. Anfotericina B a 40 mg/L erradica las biopeliculas de C. tropicalis
formadas en titanio; a 1.000 mg/L erradica las de C. albicans y C. parapsilosis formadas
en PTFE y titanio y tiene una actividad limitada sobre las biopeliculas de C. krusei y C.

glabrata en ambos biomateriales.

8. La cinética de letalidad de la combinacion de anfotericina B con
anidulafungina esta relacionada con la capacidad formadora de biopelicula en C.
tropicalis. En la cepa altamente formadora de biopelicula la combinacion es indiferente
con tendencia al antagonismo mientras que en la cepa poco formadora la combinacion es

ligeramente mas activa que los antifungicos solos.

9. La combinacién de anfotericina B con EDTA, rifampicina y N-
acetilcisteina es sinérgica sobre las biopeliculas de C. tropicalis y aditiva sobre las

biopeliculas de C. krusei y C. glabrata desarrolladas en ambos biomateriales.

10. La combinacion de anidulafungina con EDTA, rifampicina y N-
acetilcisteina esa aditiva sobre las biopeliculas de C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata

desarrolladas en ambos biomateriales.

11. La combinacién de antifungicos con moléculas desestructuradoras de la
biopelicula puede ser una estrategia terapéutica eficaz para el tratamiento de las

infecciones relacionadas con la biopelicula de Candida spp.
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8.1 COMUNICACIONES EN CONGRESOS

8.1.1 Efficacy of anidulafungin plus clarithromycin against C. tropicalis biofilms
growing on PTFE and titanium

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez Rivero; José Luis Del Pozo Leon; José Luis Lopez
Hontangas; Javier Peman Garcia; Emilia Canton Lacasa.

Congreso: 7th Trends in Medical Mycology

Organizador: European Confederation of Medical Mycology

Lugar y fecha de celebracion: Lisboa, Portugal. 9 al 12 de octubre de 2015

Formato de presentacion: Pdster

Referencia: Mycoses, 2015;58 (s4), 84-85.

Obijectives

Up to 60% of all human infections are caused by biofilms, a significant clinical
problem. Candida biofilm-associated infections are difficult to eradicate with antifungal
treatment. Biofilms cells are more resistant than are planktonic cells because the
exopolysaccharide matrix can slow the diffusion of antifungals inside the biofilm.
Previous studies have found that C. tropicalis biofilm is resistant to echinocandins. Here
we studied the kinetics of biofilm formation on PTFE and titanium. In addition, we have
evaluated the efficacy of anidulafungin plus clarithromycin to eradicate biofilm formed

on these biomaterials.

Methods

The selected strain of C. tropicalis was isolated in blood culture and was strongly
adherent according to the methodology described by Stepanovic (Stepanovi¢ et al. 2000).
The initial inoculum was adjusted to 107 c¢fu/mL in YNB 100 mM glucose. The kinetics
of biofilm formation on PTFE and titanium was performed using 1.27 cm discs in the
CDC Biofilm Reactor. The number of attached cells was determined after 24, 48, 72 and
96 hours by vortexing, sonication and quantified culture. The results were expressed as

Logio cfu/cm?,
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The study biofilm eradication was also performed using the CDC Biofilm Reactor.
The biofilm was formed on titanium and PTFE for 24h. Later, AND AND+CLA
combination was added to the CDC Biofilm Reactor according to the experiment.
Eradication Kinetics for 72 hours was studied using the same experimental protocol as in

Kinetic studies of growth.

Results

A significant difference (p = 0.03) was observed in the amount of C. tropicalis biofilm
formed on PTFE and titanium. The average count of PTFE was 4.60 Logso cfu/cm? and
2.17 Logao cfu/cm? on titanium. The biofilm exposed to AND had an initial adhesion of
4.79 Log cfu/cm? on PTFE and 4.23 Logio cfu/cm? on titanium. At 72 hours adhered cells
were reduced 48,49% (2.47 Logio cfu/cm?) on PTFE and 41.06% (2.50 Logio cfu/cm?)
on titanium. The biofilm exposed to AND+CLA had an initial adhesion of 4.86 Log1o
cfu/cm? on PTFE and 4.13 Logio cfu/cm? on titanium. At 72 hours adhered cells were
reduced 61.92% (1.85 Logio cfu/cm?) on PTFE and 54.14% (1.89 Logio cfu/cm?) on

titanium.

Conclusion

C. tropicalis forms a stable biofilm after 24 hours of contact with the biomaterial and
persisted adhered to the surface during the 96 hours of experiment. PTFE was the
biomaterial on which more amount of biofilm formed. Anidulafungin alone was capable
of eradicate 48% of biofilm formed in PTFE and 41% of the biofilm formed in titanium.
The combination with clarithromycin was capable of eradicate 62% of biofilm formed in
PTFE and 54% of the biofilm formed in titanium. Anidulafungin-clarithromycin

combination could be effective strategy for the eradication of biofilm of Candida spp.
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8.1.2 Eficacia de la anidulafungina en combinacion con N-acetilcisteina,
claritromicinay rifampicina frente a biofilms de C. tropicalis

Autores: Marcelo Ernesto Ferndndez Rivero; lvan Beltran Hortelano; Carmen Losa
Maroto; Javier Peman Garcia; Emilia Canton Lacasa; José Luis Del Pozo Leon
Congreso: XIX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Organizador: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
Lugar y fecha de celebracion: Sevilla, Espafia. 28 al 30 de mayo de 2015.

Formato de presentacion: Comunicacion oral

Referencia: Enferm Infecc Microbiol Clin. 2015;33 (Espec Cong 1):38

Introduccion

Las equinocandinas presentan una difusion limitada al interior de los biofilms
fangicos, provocando fracasos terapéuticos. Evaluamos la actividad in vitro de la
anidulafungina sola y en combinacion con N-acetilcisteina, claritromicina y rifampicina

frente a biofilms de C. tropicalis sobre dos biomateriales (titanio y PTFE).

Material y métodos

Se selecciond una cepa clinica de C. tropicalis (aislada en hemocultivo), fuertemente
adherente segin la metodologia descrita por Stepanovic (Stepanovi¢ etal. 2000).
Partiendo de un indculo de 107 ufc/mL, se desarroll la biopelicula sobre discos de PTFE
y titanio en un CDC Biofilm Reactor utilizando YNB-Glucosa 100mM. Se cuantifico el
numero de ufc/cm? tras 24 horas de incubacion. Posteriormente la biopelicula se expuso
a 16 mg/L de anidulafungina sola y en combinacion con 5 mg/L de N-acetilcisteina, 20
mg/L de claritromicina y 10 mg/L de rifampicina durante 72 horas. Se cuantifico el
numero de ufc/cm? a las 24, 48 y 72 horas de exposicion a AND y a las combinaciones
AND+NAC, AND+CLA y AND+RIF en cada una de las superficies.

Tras la exposicion al antifungico, se lavd cada disco con PBS a 4°C y se sometio a un
proceso de agitacion vorticial (1 min) y sonicacion (5 min a 50 Hz). Se realiz6 un cultivo

cuantitativo del caldo obtenido tras la sonicacion sobre agar BHA y los recuentos
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obtenidos se expresaron como Logio ufc/cm?. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

Resultados

La biopelicula expuesta a AND present6 una adherencia inicial de 4.79 Logso ufc/cm?
sobre PTFE y 4.23 Logio ufc/cm? sobre titanio. A las 72 horas las ufc adheridas se
redujeron un 48,49% (2.47 Logo ufc/cm?) sobre PTFE y un 41.06% (2.50 Logio ufc/cm?)
sobre titanio. La biopelicula expuesta a AND+NAC present6 una adherencia inicial de
4.72 Logao ufc/cm? sobre PTFE y 4,43 Logao ufc/cm? sobre titanio. A las 72 horas las ufc
adheridas se redujeron un 11,32% (4,19 Logio ufc/cm?) sobre PTFE y un 40,03% (2,66

Logao ufc/cm?) sobre titanio.

La biopelicula expuesta a AND+CLA presentd una adherencia inicial de 4,86 Logio
ufc/cm? sobre PTFE y 4,13 Logso ufc/cm? sobre titanio. A las 72 horas las ufc adheridas
se redujeron un 61.92% (1,85 Logio ufc/cm?) sobre PTFE y un 54,14% (1,89 Logio
ufc/cm?) sobre titanio. La biopelicula expuesta a AND+RIF presentd una adherencia
inicial de 5.32 Logio ufc/cm?sobre PTFE y 3,93 Logio ufc/cm? sobre titanio. A las 72 horas
las ufc adheridas se redujeron un 39,68% (3,21 Logio ufc/cm?) sobre PTFE y un 41,68%
(2,29 Logio ufc/cm?) sobre titanio.

Conclusiones

La combinacion AND+CLA fue la més eficaz sobre PTFE vy titanio, reduciendo en
mas de un 50% la ufc adheridas a los biomateriales. La actividad hexosaminidasa de CLA
podria favorecer la penetracion del antifungico. Las combinaciones AND+NAC vy

AND+RIF fueron menos eficaces que AND sola.

8.1.3 Efficacy of anidulafungin plus ethylenediaminetetraacetic acid against C.
tropicalis biofilms

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez Rivero; Emilia Cantdén Lacasa; Carmen Losa
Maroto; José Luis Lopez Hontangas; Javier Peman; José Luis Del Pozo Lebn

Congreso: 25th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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Organizador: European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
Lugar y fecha de celebracion: Copenhague, Dinamarca. 25 al 28 de abril de 2015
Formato de presentacion: Pdster

Referencia: Poster N° EV0977. ESCMID eLibrary. https://www.escmid.org

Objectives

Fungal biofilms are involved in infections with both high mortality and health care-
associated costs. These biofilms are highly resistant to conventional antifungal agents. It
Is necessary to explore novel therapeutical approaches to fight against these recalcitrant
infections. Previous studies have shown that C. tropicalis biofilms are resistant to
echinocandins. The aim of this study was to evaluate the combined activity of

anidulafungin plus EDTA against C. tropicalis biofilms.

Methods

Three strains of C. tropicalis were selected; two from invasive clinical isolates and
the reference strain (ATCC 750). Susceptibility to anidulafungin for planktonic yeasts
was determined following the M27-A3 document and biofilm susceptibility by the XTT
reduction assay. C. tropicalis biofilms in 96-well plates were exposed to double serial
dilutions of EDTA (4.000 - 8 mg/L), alone and combined with 128, 32 and 8 mg/L of
anidulafungin. The combination was considered to be synergistic if the reduction of the
metabolism was higher than 50% compared with that obtained with each drug alone, and

indifferent if lower than 50%. All experiments were performed in triplicate.

Results

Biofilm forming ability was strain dependent. Two strains were classified as high
biofilm forming (B10 and B11) and the other as low biofilm forming (B12).
Anidulafungin MICs for planktonic yeasts were lower than 0.25 mg/L and for biofilms
equal to or greater than 16 mg/L. Biofilm EDTA MICs were greater than 4.000 mg/L.
When biofilms were exposed to EDTA, no metabolism reductions were observed at any
of the assayed concentrations except for B12, where a reduction between 10-33% was

obtained with a concentration lower than 1.000 mg/L.
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When exposed to concentrations lower than 1.000 mg/L in combination with 32 or 8
mg/L of anidulafungin, a synergistic activity was observed for B11 and B12. However,
for B10 these combinations resulted indifferent. Interestingly, combinations with 128
mg/L of anidulafungin were indifferent for B10 and B11, and for B12 reductions between

10-30% were observed with an EDTA concentration lower than 1.000 mg/L.

Conclusions

C. tropicalis susceptibility to anidulafungin plus EDTA depended primarily on the
ability of the strain to form biofilm. Those strains which form more stable and thicker
biofilms were more resistant to individual or combined action of the assayed drugs.
Paradoxically, the efficacy of the combination anidulafungin plus EDTA is greater at

lower concentration of both drugs.

8.1.4 Cinética de formacion de biofilms de levaduras sobre superficies de titanio
en un CDC Biofilm Reactor

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez Rivero; Carmen Losa Maroto; Aitziber Aguinaga
Pérez; Ana Ramos Cabodevilla; Manuel Rubio Vallejo; Emilia Cantdn Lacasa; Javier
Peman Garcia; José Luis del Pozo Ledn.

Congreso: XVIII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica

Organizador: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica.

Lugar y fecha de celebracion: Valencia, Espafa. 9 al 11 de abril de 2014

Formato de presentacion: Comunicacion oral

Referencia: Enferm Infecc Microbiol Clin. 2014;32 (Espec Cong 1): 233-234

Introduccidén

El titanio es un metal idoneo como material protésico por sus excelente
biocompatibilidad, su gran tolerancia al estrés mecanico y su alta resistencia a la

corrosion. Sin embargo, puede sufrir la colonizacion por microorganismos que
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sobreviven gracias a su desarrollo formando biofilms. El objetivo de nuestro trabajo fue
determinar la cinética de formacion de la biopelicula de C. albicans y C. tropicalis sobre
superficies de titanio, utilizando un CDC Biofilm Reactor, y comparar los resultados con

los obtenidos en estudios previos sobre superficies de PTFE.

Material y métodos

Se seleccionaron 4 cepas clinicas y 2 cepas ATCC de C. albicans y C. tropicalis que
presentaron in vitro una adherencia clasificada como moderada o fuerte segin la
metodologia descrita por Stepanovic (Stepanovi¢ et al. 2000). Partiendo de un inéculo de
10° ufc/ml en fase de crecimiento exponencial, se formo la biopelicula sobre discos de
titanio de 1.27 cm de didmetro en un CDC Biofilm Reactor. Se utilizé Yeast Nitrogen
Base suplementado con 100mM de Glucosa como medio de cultivo. Se estudio la cinética
de formacion de la biopelicula durante 96 horas. Se cuantificé el nimero de ufc adheridas
por unidad de superficie de titanio a las 4, 8, 12, 24, 48. 72 y 96 horas.

Cada disco fue lavado con PBS a 4°C y sometido a un proceso de agitacién vorticial
y sonicacion (5 minutos a 50 Hz) para liberar la biopelicula. Se realiz6 un cultivo
cuantitativo sobre agar BHA del caldo obtenido tras la sonicacion y los recuentos
obtenidos se expresaron como Log10 ufc/cm?. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

Resultados

El nimero de levaduras adheridas sobre PTFE fue siempre mayor que sobre titanio,
tanto en C. albicans como en C. tropicalis y en todos los puntos del ensayo. Se
encontraron diferencias para la cantidad de biopelicula formada a partir de las 24 horas
de ensayo. Se observé una diferencia significativa (p=0.03) en la cantidad de biopelicula
formada de C. albicans en PTFE vy en titanio. El recuento medio sobre PTFE fue de 4.45
Logio ufc/cm? y de 2.54 Logio ufc/cm? sobre titanio. Se observd una diferencia
significativa (p=0.03) en la cantidad de biopelicula formada de C. tropicalis en PTFE y

en titanio.
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El recuento medio sobre PTFE fue de 4.60 Logio ufc/cm?, y de 2.17 Logio ufc/cm?
sobre titanio. No se encontraron diferencias significativas (p=1) en la cantidad de
biopelicula formada por C. tropicalis y C. albicans en ambas superficies, aunque tanto en
PTFE como en titanio el recuento medio de C. tropicalis fue siempre mayor que la de C.

albicans.

Conclusiones

Las especies de levaduras estudiadas fueron capaces de formar biopeliculas estables
tanto sobre titanio como sobre PTFE. Sin embargo, los recuentos sobre PTFE fueron
mayores que sobre titanio en ambos casos y durante las primeras 96 horas. C. tropicalis
mostré una mayor capacidad de formacion de biofilm que C. albicans tanto en superficies
de PTFE como de titanio. Seria necesario estudiar tanto la citoarquitectura de las
biopeliculas, asi como la posible influencia de las superficies estudiadas sobre la

resistencia a antiflngicos.

8.1.5 Actividad de Anfotericina B y Anidulafungina frente a biofilms de Candida
no albicans

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez Rivero; Aitziber Aguinaga Pérez; Maria Luisa
Francés; Carmen Losa Maroto; Manuel Rubio Vallejo; Melania Ifiigo Pestafia; Emilia
Cantdn Lacasa; Javier Peméan Garcia; José Luis del Pozo Leon.

Congreso: XVII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica

Organizador: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
Lugar y fecha de celebracion: Zaragoza, Espafa. 29 al 31 de mayo de 2013

Formato de presentacion: Comunicacion oral

Referencia: Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013;31 (Espec Cong 1): 267-268

Introduccién

El desarrollo de biofilms de Candida se asocia con un aumento de la resistencia a los
antifangicos, en comparacion con los mismos microorganismos en crecimiento

planctonico, y facilita la persistencia de las infecciones asociadas. En trabajos previos de
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nuestro grupo hemos demostrado que los azoles presentan una escasa actividad frente a
biopeliculas de Candida. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad in vitro de
Anfotericina B y Anidulafungina frente a biopeliculas de C. parapsilosis, C. glabrata, C.

tropicalis y C. krusei.

Material y Métodos

Se determind la actividad de los antiflngicos frente a las cepas seleccionadas tanto en
crecimiento planctonico como en biopelicula. Los ensayos de sensibilidad se realizaron
sobre biopeliculas formadas durante 48 horas sobre placas microtitulacion. La biopelicula
se expuso a concentraciones dobles seriadas de los antiflngicos estudiados durante 24

horas.

Se determind el porcentaje de reduccion de las lecturas de absorbancia, obtenidas
mediante el ensayo de XTT respecto a la absorbancia del control de crecimiento. Se
determind la concentracién minima capaz de inhibir el 50 y el 90% de la actividad
metabolica de la biopelicula (CMIBsp y CMIBgo respectivamente). Todos los

experimentos se realizaron por triplicado, en dias separados.

Resultados

Todas las cepas planctonicas fueron sensibles in vitro tanto a AMB como a AND.
Todas las cepas de Candida formaron biopeliculas estables a las 24 horas sobre las placas
de microtitulacion: C. tropicalis: media: 2.17, Desviacion standard: 0,27; C. glabrata:
media: 1.83, DE: 0,36; C. krusei: media: 1.41, DE: 0.1827) y Ca. parapsilosis: media:
0.78, DE: 0.08. Las CMIsp y CMIBgo de AMB y AND frente a las distintas cepas de las

especies estudiadas se muestran en la Tabla 7.1.

Conclusiones

A pesar de que todas las cepas fueron sensibles en su estado planctonico a AMB y
AND, la actividad de los antifungicos frente a las biopeliculas fungicas fue tanto especie-
como cepa-dependiente. AND fue mas activa que AMB frente a biopeliculas de C

glabrata y C krusei. AMB fue mas eficaz que AND frente a biofilms de C. tropicalis. Las
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biopeliculas de C. parapsilosis fueron los mas resistentes tanto a AMB como a AND.
Destacar que la valoracion de la actividad antifingica frente a biopeliculas de C.
parapsilosis pudo estar determinada por la escasa capacidad de formacion de la

biopelicula que presentd esta especie en el presente trabajo.

Tabla 7.1. Sensibilidad de las biopeliculas de C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei y
C. parapsilosis a anfotericina B y anidulafungina.

. anfotericina B anidulafungina
Especie

CMIBso CMIBgo CMIBso CMIBgo
C. tropicalis 3105/09 0,156 2,5 0,218 >56
C. tropicalis ATCC® 750 0,312 1,75 <0,109 <0,109
C. tropicalis 988/11 <0,156 1,7 0,437 >56
C. glabrata 309/08 0,312 5 <0,109 0,218
C. glabrata 1016/08 <0,156 1,75 <0,109 0,437
C. glabrata 2818/10 0,312 5 0,109 0,437
C. krusei 510/08 0,625 20 <0,109 0,218
C. krusei ATCC® 6258 0,625 >80 0,218 1,75
C. krusei 2207/09 0,625 40 0,109 0,437
C. parapsilosis 278/08 >80 >80 0,875 >56
C. parapsilosis 2247/08 10 >80 3,5 >56
C. parapsilosis 368/10 1,75 >80 3,5 >56

8.1.6 Cinética de formacion de biofilms de Candida spp. sobre discos de PTFE en
un CDC Biofilm Reactor

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez Rivero; Aitziber Aguinaga Pérez; Maria Luisa
Francés; Carmen Losa Maroto; Manuel Rubio Vallejo; Melania Ifiigo Pestafia; Emilia
Cantdn Lacasa; Javier Peméan Garcia; José Luis del Pozo Ledn.

Congreso: XVII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Organizador: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
Lugar y fecha de celebracion: Zaragoza, Espafa. 29 al 31 de mayo de 2013

Formato de presentacion: Comunicacion oral

Referencia: Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013;31 (Espec Cong 1): 263-264
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Introduccidn

El conocimiento del proceso de formacion de biofilms de Candida spp, asi como su
composicion y citoarquitectura, es fundamental para poder desarrollar nuevas estrategias
preventivas o terapéuticas. El objetivo de este trabajo fue determinar la cinética de
adherencia y formacion de biofilms de diferentes especies de Candida sobre discos de
PTFE, en condiciones dindmicas utilizando un CDC Biofilm Reactor.

Material y Métodos

En el estudio se emplearon las siguientes especies de Candida: Candida albicans,
Candida famata, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida
krusei. Se desarrollaron los biofilms sobre discos de PTFE de 1,27 cm de diametro en un
CDC Biofilm Reactor sometido a agitacion (150 rpm). Se utiliz6 un in6culo de 106
ufc/mL de Candida spp. en fase de crecimiento exponencial. El medio de cultivo para la
generacion de los biofilms fue Yeast Nitrogen Base suplementado con 100 mM de
dextrosa. Se estudio la cinética de adherencia durante 96 horas. Para ello se procedié a
extraer tres discos a distintos intervalos de tiempo (24, 48, 72 y 96 h). Los discos extraidos

fueron lavados con 15 mL de PBS a 4 °C.

A continuacion, se sometieron a un proceso de agitacion vorticial (1 minuto) +
sonicacion (5 minutos a 50 Hz) + agitacion vorticial (1 minuto). El caldo obtenido tras la
sonicacion, se cultivo de forma cuantitativa y los recuentos se expresaron en términos de

Logao ufc/cm?. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Resultados

A las 96 horas de incubacion se obtuvo un recuento maximo en los biofilms de C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei, observandose un incremento
mantenido del recuento desde las primeras horas de incubacién. Sin embargo, en las cepas
de C. famata y C. glabrata, el recuento maximo se obtuvo hacia las 48 horas,
apreciandose una tendencia a la disminucion de la adherencia a medida que transcurria el

tiempo. En la Tabla 7.2 se muestran los resultados.
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Tabla 7.2. Recuentos de células viables adheridas a PTFE

Recuentos (Log1o ufc/cm?)

Especie 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

C. albicans 3,43£0,16 3,64 £0,23 3,67+0,19 4,15+0,18
C. famata 5,06 £ 0,04 6,37+0,38 5,74 +0,34 6,14 £ 0,55
C. glabrata 3,7£0,25 4,17 + 0,12 4,21 +0,28 3,92 +0,03
C. parapsilosis 4,9+0,13 5,53 +0,54 5,91+0,67 5,93+0,18
C. krusei 3,35+0,37 3,44 +0,30 3,35+0,29 3,57+0,13
C. tropicalis 6,03 £ 0,37 7,16 £ 0,75 7,41+0,98 7,93 +0,97

Conclusiones

Hemos encontrado diferencias tanto en la cantidad de biopelicula formada como en
la cinética de formacion observada. C. famata, C. tropicalis y C. parapsilosis son las
especies que forman una mayor cantidad de biofilm. C. famata y C. glabrata muestran
un modelo de cinética diferente con una disminucion de la cantidad de biopelicula
formada a partir de las 48-72 horas. Este hecho podria estar relacionado con la

incapacidad de formar.

8.2 PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTIFICAS

8.2.1 Actividad de anfotericina B, anidulafungina, solas y combinadas, frente a

biopeliculas de Candida tropicalis formadas sobre teflon® y titanio

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez-Rivero, José Luis del Pozo, Amparo Valentin,
Araceli Molina de Diego, Javier Peman, Emilia Cantén.
Revista: Revista Iberoamericana de Micologia

Estado de la publicacion: Aceptado para publicacion.

Resumen

Antecedentes: Las estrategias terapéuticas actuales poseen una limitada eficacia para
erradicar biopeliculas de Candida spp. formadas en la superficie de los dispositivos
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biomédicos. Pocos estudios han evaluado la eficacia de los antifingicos sobre

biopeliculas de Candida tropicalis.

Obijetivos: Evaluar la actividad de anfotericina B (AMB) y de anidulafungina (AND),
solas y combinadas, sobre biopeliculas de C. tropicalis desarrolladas en superficies de

politetrafluoroetileno (PTFE) y titanio mediante ensayos de letalidad-tiempo.

Métodos: Los ensayos se realizaron en un CDC Biofilm Reactor (CBR) sobre
biopeliculas de 24 horas de maduracion formadas en discos de PTFE Yy titanio. Las
concentraciones ensayadas fueron AMB 40 mg/L, AND 8 mg/L y la combinacion de
ambas. Tras 24, 48 y 72 horas de exposicion a los antifingicos se determinaron las

ufc/cm? mediante agitacion vorticial y cultivo cuantificado previa sonicacion.

Resultados: AMB redujo las células viables adheridas a PTFE vy titanio en méas de un
99% y AND en un 89.3% en PTFE y 96,8% en titanio. La combinacién AMB+AND fue
menos activa que la AMB sola tanto en PTFE (descenso en ufc/cm? de 3,09 LogioVs. 1,08
en la combinacidn) como en titanio (4,51 vs. 1,53 en la combinacion) siendo la interaccién

indiferente en ambas superficies.

Conclusiones: AMB es mas activa que AND sobre biopeliculas de C. tropicalis. La
mortalidad es mayor en titanio. La combinacién AMB+AND es menos eficaz que AMB

sola en ambas superficies.

Introduccién

Las infecciones relacionadas con biopeliculas de Candida spp. se han convertido en
un importante problema sanitario en los ultimos afios (Ramage et al. 2006), no solo
porque las células en el interior de la biopelicula muestran una mayor resistencia a los
antimicrobianos, sino que ademas estan protegidas del sistema inmune (Chandra et al.
2001a). Las estrategias terapéuticas actuales poseen una limitada eficacia para erradicar
biopeliculas formadas en la superficie de los dispositivos biomédicos colonizados, lo cual
obliga en muchas ocasiones a intervenciones quirdrgicas para su retirada y asi controlar
la infeccion. Candida spp. es capaz de formar biopeliculas sobre una gran variedad de

biomateriales, desde polimeros plasticos utilizados en catéteres vasculares como el
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politetrafluoroetileno (PTFE) hasta materiales metalicos como el titanio, utilizados

habitualmente para la fabricacion de protesis osteoarticulares (Nobile y Johnson 2015).

Aunque Candida albicans es la especie mas comunmente relacionada con estas
infecciones, Candida tropicalis ha emergido como un importante patégeno asociado a
pacientes inmunodeprimidos, ingresados en unidades de criticos y en pacientes
neutropénicos (Douglas 2003) (Kothavade et al. 2010). En la actualidad, la anfotericina
B (AMB) y las equinocandinas han demostrado ser eficaces frente a biopeliculas de C.
albicans (Kuhn et al. 2002b) (Peman et al. 2008) (Valentin et al. 2007) y se ha propuesto
su utilizacion para el sellado de catéteres venosos centrales (Toulet et al. 2012). Sin
embargo, al contrario de lo que ocurre con C. albicans, hay pocos estudios que evallen
la eficacia de estos antifingicos sobre las biopeliculas de C. tropicalis (Peman et al. 2008)
(Valentin et al. 2007).

La mayor parte de los trabajos relacionados con biopeliculas de Candida spp. se han
realizado analizando la actividad metabdlica de las células en la biopelicula, mediante el
ensayo de reduccién del XTT en placas de poliestireno de 96 pocillos (Pierce et al. 2008)
(Ramage et al. 2001b). En la actualidad se dispone de varios modelos in vitro para el
estudio de biopeliculas microbianas, como pueden ser los dispositivos de Calgary, el de
Robbins o el CDC Biofilm Reactor (CBR). EI CBR ha sido estandarizado por la American
Society for Testing Materials (Método E2562 - 12) (Goeres et al. 2005) y destaca por ser
una herramienta eficaz para estudiar la interaccién entre el microorganismo y distintos
biomateriales con la ventaja de que el fluido estd en movimiento. Ademas, permite
evaluar la influencia del biomaterial tanto en la adherencia como en la sensibilidad a los

antimicrobianos (Coenye et al. 2011) (Parra-Ruiz et al. 2010).

El presente estudio posee un doble propdsito: 1) Estudiar la cinética de formacion de
biopeliculas de C. tropicalis en dos biomateriales con propiedades fisicoquimicas muy
distintas, como el PTFE (hidréfobo) y el titanio (hidréfilo) y 2) evaluar la actividad de
AMB y anidulafungina (AND), solas y combinadas, sobre la biopelicula formada en estos

materiales.
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Materiales y Métodos

CBR y Biomateriales: EI CBR (modelo CBR 90-1) y los biomateriales fueron
suministrados por BioSurface Technologies Corporation (Bozeman, MT, EE.UU.). El
CBR estd equipado con ocho portadiscos, incluidos en un recipiente de 1 litro de
capacidad. Cada portadisco aloja tres discos de 1,27 cm de diametro y 0,4 cm de grosor,
permitiendo un total de 24 oportunidades de muestreo. Los biomateriales utilizados
fueron PTFE (Modelo RD 128-PTFE) y titanio comercialmente puro (Modelo RD128-
Ti).

Antifungicos: AMB soluble (Ref. A9528) fue suministrada por Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia) y disuelta en agua estéril. AND fue suministrada por Pfizer (Madrid,
Espafia) en forma de polvo valorado y se disolvio en dimetil sulfoxido. Las
concentraciones ensayadas fueron 40 mg/L de AMB y 8 mg/L de AND, las cuales podrian
ser potencialmente (tiles en una terapia de sellado antifungico de catéter venoso central.

Caracterizacion fenotipica del aislado: El aislado de C. tropicalis utilizado fue
recuperado de un paciente durante un episodio de candidemia asociada a catéter. La
capacidad para formar biopelicula se determind por el método de tincién con cristal
violeta y el ensayo de reduccién del XTT (Valentin et al. 2007) (Pierce et al. 2008)
(Stepanovi¢ et al. 2000). La sensibilidad de las células planctonicas a AMB y AND se
determind segun el método de microdilucion en caldo del CLSI (documento M27-A3)
(Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008). La CMI de AMB se definié como la
concentracion mas baja capaz de inhibir el 100% del crecimiento. La CMI de AND se
defini6 como la concentracion méas baja que produce una inhibicion del crecimiento
>50%. La sensibilidad de la biopelicula a AMB y AND se determiné en placas de 96
pocillos mediante el ensayo de reduccion del XTT previamente descrito (Valentin et al.
2007). La CMI de las células en biopelicula (CMIB) se definié como la concentracion
mas baja de antiflngico capaz de reducir la actividad metabolica de la biopelicula > 50%
(CMIBso) 0 >90% (CMIBgo).

Curvas de letalidad: El inoculo se prepard a partir de un cultivo de 24 horas en agar
de Sabouraud glucosa, suspendiendo 1-3 colonias en solucion salina estéril y ajustando a

una densidad optica 2 de la escala de 2 McFarland (107ufc/mL). El CBR, equipado con
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los discos de PTFE, titanio y con 400 mL de Yeast Nitrogen Base (Difco Laboratories,
Detroit, MI, EE.UU.) suplementado con glucosa 100 mM (YNBG) se inocul6 con 1 mL
de la suspensién. Posteriormente, se coloco el CBR en un agitador magnético ajustado a
250 rpm. La temperatura se mantuvo durante todo el experimento a 30°C + 1°C. Después
de 24 horas de incubacion se retiraron asépticamente tres discos de PTFE y tres discos de
titanio para cuantificar el nimero de células viables en sus superficies previa agitacion
vorticial y cultivo tras sonicacion. Posteriormente, se afiadio a cada unidad CBR 40 mg/L
de AMB y 8 mg/L de AND, solas y combinadas. A las 24, 48y 72 horas de haber afiadido
el antifungico se retiraron discos de PTFE vy titanio para determinar el nimero de células
viables en la biopelicula. Como control, se utiliz6 un CBR en las mismas condiciones de

ensayo, pero sin antifangico.

Recuento de células viables adheridas a los discos de PTFE y titanio: Una vez extraido
el disco del CBR se lavo con 14 mL de PBS estéril con el fin de eliminar las células no
adheridas, se depositd en un tubo con 1 mL YNBG y se sometié a agitacion vorticial
durante 1 min a 2500 rpm, sonicacion (Modelo Ultrasons-H; JP Selecta, Barcelona,
Espafia) durante 5 min a 50 KHz y nueva agitacién vorticial durante 1 min a 2500 rpm.
Posteriormente, 0,1 mL del caldo tras sonicacién obtenido se diluy6 (1:10, 1:100, 1:1.000
y 1:10.000) en solucion salina estéril y 0,1 mL de cada dilucion se cultivo en Brain Heart
Infusion Agar (Becton Dickinson, EE. UU). Las placas se incubaron durante 24 horas a
37°C. Los resultados del cultivo tras sonicacion (ufc/mL) se transformaron en Logio
ufc/cm? segln la ecuacion descrita por Goeres et al. (Goeres et al. 2005) teniendo en
cuenta que el area de cada superficie del disco es 1,267 cm?. Con el fin de minimizar el
sesgo, los dos biomateriales se ensayaron en el mismo CBR. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.

Analisis de los datos: Siguiendo los criterios establecidos para las curvas de letalidad,
la interaccion entre AMB y AND se clasifica como sinérgica si la disminucion en células
viables (ufc/cm?) a las 72 horas es > 2 Logio en comparacion con el antifiingico mas
activo, indiferente si la diferencia en células viables es <2 Logio y >1 Loguo, Y antagdnico
cuando hay un incremento en células viables > 2 Logio en comparacion con el antifungico
menos activo (Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2016) (Lewis et al. 2002). Se
realiz6 un modelo de regresion lineal con triple interaccion (tiempo, biomaterial y

antifangico) para detectar diferencias significativas (p <0,05) en los recuentos de células
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viables y en las cinéticas de letalidad. Los analisis se realizaron con el programa

estadistico R (version 3.3.2).

Resultados

C. tropicalis fue capaz de formar biopelicula en placas de poliestireno y se clasificd
como muy adherente, utilizando tanto el procedimiento de tincion con violeta cristal como
el ensayo de reduccion del XTT. La CMI de AMB y AND fue de 0,25 mg/L y 0,03 mg/L
respectivamente. La CMIBso y CMIBgo de AMB fue 4 mg/L y >8 mg/L, respectivamente
y las de AND fueron en ambos casos > 16 mg/L.

En la Tabla 1 se muestra el nmero de células viables (Logio ufc/cm?) presentes en el
biopelicula de C. tropicalis formada en las superficies de PTFE y de titanio en presencia
y ausencia de los antifingicos. En el control a partir de las 24 horas no se observé un
aumento significativo (p>0.05) de células viables adheridas a la superficie de ambos
biomateriales, aunque el nimero de células adheridas fue ligeramente mayor en PTFE. A
las 24 horas de la adicion de AMB, se observé una reduccion en el nimero de ufc/cm? en
la biopelicula de 3,09 Logio (99,6% de mortalidad) en PTFE y de 2,84 Log1o (99,5% de
mortalidad) en titanio. La letalidad en PTFE no aument6 significativamente después de
48 y 72 horas de exposicién al antifangico (p>0,05). Por el contrario, en titanio, la
mortalidad fue del 100% a las 48 horas y se mantuvo hasta el final del experimento.

La exposicion a AND sola durante 24 horas produjo una la disminucion de células
viables de 0,42 Logio ufc/cm? (36,4% de mortalidad) en PTFE y de 0,51 (55,4% de
mortalidad) en titanio; la mortalidad no aumento significativamente con el tiempo de
incubacion (Figura 1). La actividad de AMB fue significativamente mayor (p<0,05) sobre
las biopeliculas formadas en titanio. AMB fue més activa que AND sobre las biopeliculas
formada en ambas superficies (p <0,05).

La combinacion de AMB y AND alcanz6 una reduccién de células viables a las 24
horas de 1,08 Logso ufc/cm? (89,3% de mortalidad) en PTFE y 1,53 (96,8% de mortalidad)
en titanio. En las superficies de titanio se mantuvo constante el numero de células viables,
mientras que en PTFE se observd un aumento de las mismas a las 24 y 72 horas. (Tabla
1y Figura 1). La actividad de la AMB se redujo significativamente en presencia de AND
(p <0,05) tanto en PTFE (3,09 Logao ufc/cm? vs. 1,08 combinadas) como en titanio (4,51
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vs. 1,53 combinadas). No se obtuvieron diferencias significativas entre la actividad de la

combinacion y la AND sola en ninguno de los dos biomateriales ensayados (p>0,05).

Discusion

Nuestros resultados muestran que la AMB es significativamente mas eficaz que AND
sobre las biopeliculas de C. tropicalis formadas en la superficie de titanio y PTFE (p
<0,05). En la actualidad, no hemos encontrado estudios que hayan analizado la actividad
de estos antifungicos sobre las biopeliculas de C. tropicalis formadas en distintos
biomateriales, ni usando el CBR como modelo in vitro ni realizando curvas de letalidad.
Nuestro estudio muestra la escasa actividad de AND sobre las biopeliculas desarrolladas
en ambos biomateriales, los cuales permanecen colonizados después de 72 horas de
exposicion al farmaco; la resistencia de las biopeliculas de C. tropicalis a AND ya habia
sido descrita utilizando otras metodologias (Peman et al. 2008) (Valentin et al. 2007)
(Bernhardt et al. 2011). Por el contrario, AMB es capaz eliminar mas del 99% de las
células adheridas a los dos biomateriales, e incluso esterilizar la superficie del titanio
después de 48 horas de exposicidn, aunque no consigue erradicar todas las células
adheridas al PTFE.

Sin embargo, la actividad de la combinacion AMB+AND es inferior que la de AMB
sola. Al final del experimento (72 horas) la interaccion, siguiendo los criterios
establecidos para las curvas de letalidad, se clasific6 como indiferente en ambos
biomateriales. En cambio, analizado graficamente las curvas obtenidas con respecto al
antifingico mas activo (AMB) es posible visualizar una cierta tendencia al antagonismo
puesto que la adicién de AND conlleva una disminucion de la actividad de AMB de 2,01

Logio en PTFE y de 2,98 Logao en titanio.

La mayoria de los estudios de sensibilidad de las biopeliculas a los antiflngicos, se
han realizado principalmente con C. albicans utilizando el ensayo de reduccion del XTT
y se dispone de pocos datos sobre la actividad de estos en otras especies de Candida
(Pemén etal. 2008) (Valentin etal. 2007) (Silva etal. 2010). Aunque AND ha
demostrado ser eficaz frente a la biopelicula de C. albicans (Peman et al. 2008) (Jacobson
et al. 2008) no ocurre lo mismo con las biopeliculas de C. tropicalis, ya sea mediante la

medida de la actividad metabolica (XTT) o determinando las ufc adheridas al biomaterial
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(CBR). Estas diferencias entre las dos especies podrian estar relacionadas con la
composicion de la matriz extracelular, glucosa en C. albicans y hexosaminas en C.
tropicalis, lo cual podria influir en la tasa de difusion del antifngico al interior de la
biopelicula (Bizerra et al. 2008). Por otra parte, las diferencias en la eficacia de los
antifangicos entre ambos biomateriales podrian ser explicadas por las distintas
caracteristicas de la superficie de los biomateriales ensayados. Liu et al. (Liu y Filler
2011) observaron que la adherencia de Candida spp. a superficies inertes estd mediada
por proteinas con dominios hidrofobicos que podrian facilitar la adherencia a las
superficies hidrofobas (PTFE) y asi explicar las diferencias encontradas entre ambos

biomateriales.

Varios autores han estudiado la influencia de la hidrofobicidad del biomaterial en la
tasa de crecimiento de la biopelicula (Samaranayake et al. 1995) (Minagi et al. 1985) y
nuestro estudio sugiere que esta propiedad superficial también influye sobre la tasa de
mortalidad. Las diferencias en las caracteristicas superficiales del PTFE (hidréfobo) y del
titanio (hidréfilo) podrian explicar las diferencias de mortalidad encontradas entre los dos

biomateriales.

Estos resultados refuerzan la hipotesis de que las caracteristicas fisicoquimicas de las
superficies son un factor importante en la evolucién de las infecciones relacionadas con
las biopeliculas de Candida spp. y deben tenerse en cuenta en la eleccién del biomaterial

de los dispositivos biomédicos.

Una de las limitaciones de este estudio es la utilizacion de un solo aislado de C.
tropicalis. Sin embargo, es una cepa que ha sido seleccionada previamente por su gran
capacidad para formar biopelicula a las 24 horas en el CBR. Otra limitacion son las
concentraciones ensayadas, aunque cercanas a las concentraciones sericas maximas tras
la administracion de una dosis estandar (Liu et al. 2013) (Cifani et al. 2012), no son
fisioldgicas ya que se mantienen durante un corto periodo de tiempo; no obstante, al ser
tan elevadas (>100 veces la CMI), nos dan informacion para su posible utilizacién en una

terapia de sellado antiflngico de catéter venoso central.

En resumen, nuestros resultados ponen de manifiesto la influencia de los

biomateriales en el desarrollo de la biopelicula. AMB es més activa que AND en ambos
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biomateriales y la mortalidad de ambos antifungicos es mayor sobre superficies de titanio.

Ademaés, también muestran la pérdida de actividad de la AMB cuando se combina con

AND, lo que sugiere que podria no ser apropiada para el tratamiento de las infecciones

relacionadas con el biopelicula de C. tropicalis.

Tablas vy figuras

Tabla 1. Cuantificacion de células viables en la biopelicula de C. tropicalis desarrollada en PTFE vy titanio,
después de la exposicion a anfotericina B (AMB), anidulafungina (AND) y la combinacién de ambas.

Logo ufc/cm?

Antiflingicos Biomaterial Oh 24 h 48 h 72 h
Control PTFE 485+0.20 4.91+0.60 4.59+0.19 4.57+0.11
Titanio 424+0.04 423+0.26 4.22+049 4.48+0.38
AMB 40 mg/L PTFE 471+036 162+1.08 256+0.25 2.27+0.98
Titanio 451+036 1.67+092 0.00+0.00 0.00+0.00
AND 8 mg/L PTFE 408+054 3.66+093 4.08+0.33 3.75+0.16
Titanio 3.91+0.09 340+0.01 349+024 3.02+0.36
AMB 40 mg/L + AND 8 mg/L  PTFE 3.97+0.22 290+0.48 3.54+0.12 3.74+0.00
Titanio 426+010 2.73+0.07 2.60+0.18 2.89+0.16
Los datos representan la media + desviacion estandar de tres discos
’ A B
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Figura 1. Cinética de letalidad de anidulafungina 8 mg/L (AND), anfotericina B 40 mg/L (AMB), y AMB
40 mg/L més AND 8 mg/L frente a la biopelicula de C. tropicalis formada sobre PTFE (A) y titanio (B).
Cada punto representa la media + desviacién estandar de tres discos.
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Farnesol Against Candida tropicalis Biofilms
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Abstract

We evaluated the activity of 1) amphotericin-B (AMB) combined with rifampicin
(RIF), clarithromycin (CLA), N-acetylcysteine (NAC), ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) and farnesol (FAR) (1000, 1000, 1000, 4000, 30,000 mg/L and 300 uM,
respectively) against Candida tropicalis biofilms formed on polytetrafluoroethylene
(PTFE) and 2) anidulafungin (ANF) combined with the same compounds at 8, 10, 5, 40,
30 mg/L and 30 pM, respectively against biofilms formed on titanium. Biofilm growth
kinetics were performed in a CDC Biofilm Reactor (CBR). PTFE or titanium disks were
removed from the CBR at 24, 48, 72 and 96 hours to determine the LogioCFU/cm?.
Killing kinetics were performed by adding the drugs to 24-hour-mature biofilms (time 0).
Disks were removed after 24, 48 and 72 hours of drug exposure to determine
Logi0CFU/cm?. Viable cells in biofilms were 4.73 and 4.29 Logi0CFU/cm? on PTFE and
titanium, respectively. Maximum Logio decreases in CFU/cm? depends on the
combination and were: 3.53 (AMB+EDTA), 2.65 (AMB+RIF), 3.07 (AMB+NAC), 2.52
(AMB+CLA), 149 (AMB+FAR), 2.26 (ANF+EDTA), 2.45 (ANF+RIF), 2.47
(ANF+NAC), 1.52 (ANF+CLA) and 0.44 (ANF+FAR). In conclusion, EDTA, NAC, RIF
and CLA improve the activity of AMB and ANF against biofilms developed on both
surfaces, which could be an effective strategy against C. tropicalis biofilm-related

infections.

Introduction

Biomedical devices are essential for treatment of a number of diseases, substantially
improving the quality of life and survival of patients. Several materials are commonly

used in the manufacture of these devices. Plastic polymers such as
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polytetrafluoroethylene (PTFE, commercially known as Teflon®) are hydrophobic
materials commonly used for the manufacture of catheters. On the other hand, about 80%
of hip and knee prostheses are manufactured using metallic biomaterials such as titanium
(a hydrophilic surface), which, due to its excellent biocompatibility, has gained
importance in the last few years. However, Candida spp. are able to attach to biomaterials
and tissues, and once an organism colonizes the surface of a device, it forms a complex
microbial community named biofilm that grows embedded in a polymeric extracellular
matrix that is regulated by quorum sensing molecules (Habash y Reid 1999). These
biofilms are exposed to a wide range of drug concentrations during the treatment. For
example, biofilms formed on catheters are exposed to high concentrations during the
antimicrobial-lock therapy (ALT) (Fortin etal. 2006), while biofilms formed on
prosthesis are exposed to drug concentrations usually reached in serum after
administration of standard doses (Del Pozo JL. Patel 2009). Candida spp. biofilm cells
have proved to be more resistant to conventional antifungal agents than planktonic cells,
and several authors have observed that this resistance especially affects azoles
(Mukherjee et al. 2003). Furthermore, some species such as Candida tropicalis have also

a reduced susceptibility to echinocandins when grown in a biofilm (Peman et al. 2008).

Various strategies have been proposed for the prevention and treatment of Candida
infections related to biomedical devices; for example, the use of antimicrobial agents
combined with anti-biofilm compounds such as chelating agents, matrix disrupters,
quorum  sensing molecules and antibiotics. Among these substances,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), a calcium chelating agent, inhibits the transport
and assemblage of cell wall components and also affects the morphogenesis of Candida

albicans by altering the calcium-dependent calmodulin modulations (Gil et al. 1994).

N-acetylcysteine (NAC), is a mucolytic and antioxidant agent that reduces cellular
adherence and extracellular matrix production in bacterial biofilms (Olofsson et al. 2003).
Rifampicin (RIF) and clarithromycin (CLA) are two antibiotics which inhibit the bacterial
RNA polymerase and ribosome, respectively. It has been reported that RIF also displays
activity against the fungal RNA polymerase, and CLA induces the activity of enzymes
such as hexosaminidases, that could affect hexosamines, an important component of C.
tropicalis biofilm matrix (Del Pozo et al. 2011). Farnesol (FAR) is a quorum sensing

molecule that is self-produced by C. albicans biofilms as a response to high cell densities.
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It inhibits yeast-hyphae transition and disrupts the biofilms to prevent nutrient depletion
by overpopulation (Ramage et al. 2002b). The use of these compounds in combination
with antifungal agents could be an effective strategy to prevent and/or eradicate C.

tropicalis biofilm formed on the surface of biomedical devices.

The aim of our study was to evaluate the activity of amphotericin B (AMB) and
anidulafungin (ANF) alone and combined with RIF, CLA, NAC, EDTA and FAR, against
C. tropicalis biofilms formed on PTFE and titanium, using the CDC Biofilm Reactor

(CBR) as an in vitro model.

Materials and methods

Drugs and concentrations assayed: AMB, EDTA, NAC and FAR were provided by
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and dissolved in dimethyl sulfoxide (AMB, FAR) and
water (EDTA, NAC). ANF (Pfizer, Madrid, Spain), RIF (Sanofi-Aventis, Barcelona,
Spain) and CLA (Abbott, Madrid, Spain) were provided as pure powder by manufacturers
and dissolved in dimethyl sulfoxide (ANF) and water (RIF, CLA). Stock solutions were
stored at -80 °C until use within one year. The maximum DMSO concentration in the
CBR was always < 1%.

Concentrations assayed against biofilms formed on PTFE were those potentially used
in ALT: AMB 1000 mg/L, RIF 1000 mg/L, CLA 1000 mg/L, EDTA 30,000 mg/L, NAC
4000 mg/L and FAR 300 uM (Ko et al. 2010),(Chauhan et al. 2012),(Lee et al. 2006),
(Dalbgge et al. 2014). Against biofilms formed on titanium, the concentrations assayed
were chosen taking into account the peak serum concentration reached after the
administration of standard doses: ANF 8 mg/L, RIF 10 mg/L, CLA 5, EDTA 30 mg/L,
NAC 40 mg/L and FAR 30 pM (Liu et al. 2013),(Guillaume et al. 2012),(Soldini et al.
2005). Concentrations of EDTA and FAR were chosen since they have been used by other
authors (Ramage et al. 2007),(Ramage et al. 2002Db).

CBR and Biomaterials: The CBR has been described elsewhere (Goeres et al. 2005).
Briefly, a CBR (model CBR 90, BioSurface Technologies, Bozeman, MT, USA) consists
of eight rods inserted in a ported lid and mounted in a 1-liter glass vessel (Figure 1). Each

rod houses three removable disks, which allow a total of 24 sampling opportunities. Disks
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act as biofilm growth surfaces and have a diameter of 1.27 cm and a height of 0.4 cm. In
our case, the CBR was set up with 12 PTFE disks (Model RD128-PTFE) or 12
commercially pure titanium disks (Model RD128-Ti).

Isolate selection and characterization: C. tropicalis B10, identified by its biochemical
properties (Vitek 2, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France), was selected in a previous
screening of eight strains isolated from patients with catheter-related C. tropicalis
bloodstream infection for its highly biofilm-forming capacity at 24 hours, determined by
crystal violet staining and XTT reduction assay (Stepanovié¢ et al. 2000),(Pierce et al.
2008). Planktonic MIC of AMB and ANF was determined by the reference CLSI broth
microdilution method (M27-A3 document) (Clinical and Laboratory Standards Institute.
2008). ANF and AMB MICs were defined as the lowest drug concentration that caused a
reduction of growth >50% and 100%, respectively, compared with the control (without
antifungal agents). Biofilm MICs (BMIC) were determined by XTT reduction assay as
we describe elsewhere (Peman et al. 2008),(Valentin et al. 2012). The influence of anti-
biofilm compounds on the biofilm metabolic activity were assayed by the XTT reduction
assay. Cell surface hydrophobicity (CSH) was performed using the water-cyclohexane
biphasic assay, previously described, that takes into account the number of cells removed
from the aqueous phase (Gelis et al. 2012).

Biofilm Growth kinetics: Growth kinetics curves were performed in the CBR filled
with 400 ml Yeast Nitrogen Base with glucose 100 mM (YNBG). Before the test was
performed, the isolate was subcultured at least twice and grown for 24 hours on
Sabouraud dextrose agar. The inoculum was prepared by suspending 1 to 3 colonies in
phosphate buffered saline pH 7.3 (PBS) and adjusting cell density to 2 McFarland
standard. The CBR was charged with 1 ml of this cell suspension (final concentration in
the CBR ranged from 8x10% to 2.7x10° CFU/mL) and placed on a stir plate with a
rotational speed of 125 rpm. CBR was operated for 96 hours and was maintained at 30 °C
during the experiment. A CBR with 1% of DMSO but without antifungal agent was used

as control for antifungals dissolved in DMSO.

At predetermined time points (24, 48, 72 and 96 hours), three disks were removed to
ascertain the number of viable cells attached to the surfaces. Disks were rinsed with 14
mL PBS to remove non-adherent cells. Then, each one was placed in 1 mL YNBG,

vortexed for 1 min, sonicated at 50 kHz for 1 min and vortexed again (1 min) to recover
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the viable cells attached. Samples were then serially diluted and 0.1 mL of each dilution
was plated onto brain heart infusion agar and incubated overnight at 37 °C to determine
the CFU. The lower limit of accurate and reproducible detectable colony counts in this
model was 10 CFU/mL. Results, expressed in CFU/mL, were transformed into Logio
CFU/cm? taking into account that the area of each disk is 1.27 cm with two surfaces where
biofilms can grow. All time-kill studies were evaluated in triplicate and on at least two
different days to ensure reproducibility.

Killing kinetics of antifungals plus anti-biofilm compounds: AMB, ANF, RIF, CLA,
EDTA, NAC and FAR alone or combined were added to the CBR containing 24-hour
biofilms formed on PTFE or titanium. Before adding the drugs, one rod of PTFE or
titanium was extracted from the CBR to determine the number of viable cells attached to
its surface at 24 hours (time 0). After 24, 48 and 72 hours of drug exposure, disks were
removed from the holders to establish the number of viable cells attached by using the
same protocol as described above. Reductions in colony counts (A Logio CFU/cm?) at

each time point were determined with respect to biofilm control at the same time point.

Data analysis: The effect of AMB and ANF combined with anti-biofilm compounds
was defined following the established criteria for synergism by time kill curves (Lewis
etal. 2002),(Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2016): synergistic when the
decrease in CFU/cm? at 72 hours was > 2 Logio compared with that obtained with the
antifungal agent alone; improved when the decrease was < 2 Logio and >1 Logio; no
interaction when the difference was <1 Logio; and antagonistic when there was an
increase in CFU/cm? > 2 Logio compared with that obtained with the antifungal agent
alone. Differences among groups were assessed with the analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's test for multiple comparisons. A p value <0.05 was considered

statistically significant.

Results

Table 1 shows the susceptibility of C. tropicalis to antifungal agents and anti-biofilms
compounds. CV staining (ODsso: 3.42, Cut-off: 0.178) and XTT reduction assay (ODagz:
1.024) classified this isolate as highly adherent (ODsso>4xCut-off, OD492>1) following

the classification reported by Stepanovic et al. for crystal violet assay and Valentin et al

211



Publicaciones

for XTT reduction assay (Stepanovi¢ et al. 2000) (Valentin et al. 2007). The CSH was
73.47% (ODeoo of the control: 0.49; ODeoo after cyclohexane overlay: 0.13). Biofilm
growth Kinetics curves showed that C. tropicalis was able to colonize both PTFE and
titanium surfaces. The number of viable cells in the biofilm control at 0, 24, 48 and 72
hours were on PTFE: 4.85+0.2, 4.91+0.6, 4.59+0.19 and 4.57+0.11 Logio CFU/cm?and
on titanium: 4.24+0.04, 4.23+0.26, 4.22+0.49, 4.48+0.38 Logio CFU/cm?, respectively.
There was no difference between the number of viable cells present in the biofilms
exposed to RIF, EDTA, NAC, CLA and FAR alone and those present in the biofilm

control (data not shown).

Figure 2 shows the activity of AMB alone and combined with RIF, CLA, EDTA,
NAC and FAR against C. tropicalis biofilms formed on PTFE disks. AMB alone reduced
the viable cells in the biofilm by 0.82 Log1o (84.8 % killing) at 24 hours. From this point,
a slow recovery was observed and, at the end of the experiment, the number of viable
cells was 0.35 Logio (5.31+0.24 Logio CFU/cm?), superior to that of time 0. Cell reduction
after AMB+EDTA and AMB+RIF exposure increased with time, reaching a maximum
Logio reduction of 3.53 Logio (99.9 % Kkilling) and 2.65 Logio (99.8 % killing),
respectively, at the end of the experiment (72 hours) this reduction being significant
(p<0.05). With AMB+NAC, AMB+CLA and AMB+FAR, the maximum Logzo reduction
was 3.07, 2.52, and 1.49 Logzo, respectively (99.9, 99.7 and 96.7 % killing) after 24 hours,
it being significant (p<0.05) for the first two combinations. It must be noted that while
kinetics of the combinations AMB+EDTA and AMB+RIF was linear (r2=0.91 and 0.88,
respectively) for the other combinations (AMB+NAC, AMB+CLA and AMB+FAR) a
regrowth in CFU/cm? was observed after 24 hours. The interaction of AMB plus RIF or
EDTA was synergistic, while CLA or NAC improved the activity of AMB with a
tendency to synergism. On the contrary, the interaction of AMB plus FAR was

indifferent.

Figure 3 shows the activity of ANF alone and combined with FAR, EDTA, RIF, CLA
and NAC against C. tropicalis biofilm developed on titanium disks. ANF alone reached
the maximum effect at 72 hours (0.9 Logio decrease, 87.3 % killing). The combination of
ANF+FAR was less active than ANF alone (0.44 Logio decrease, 63.48 % killing). The
effect ANF +EDTA and ANF +RIF combinations increased linearly with time (r2= 0.92

and 0.96, respectively), producing Logo decreases in biofilm viable cells of 2.26 and 2.45
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L0g10(99.64 % and 99.45 % killing), respectively, at the end of the experiment. For the
combination of ANF +NAC the maximum Logio reduction was obtained after 48 hours
(2.47 Log1o, 99.66 % killing) and with the combination of ANF +CLA it was reached at
24 hours (1.26 Logzo, 97.03 % killing). The reductions in viable cells with respect to those
obtained with ANF alone were significant at the three time points (p<0.05), except for the
combinations of ANF+CLA and ANF+FAR.

Discussion

In this work, we have determined the activity of AMB and ANF combined with
EDTA, NAC, RIF, CLA and FAR, which have shown to be effective against bacterial
biofilms and, in some cases, against C. albicans biofilms (Del Pozo et al. 2011),(Ramage
et al. 2002b),(Walraven y Lee 2013),(Ramage et al. 2007). To our knowledge, this is the
first study that uses AMB and ANF combined with these compounds against C. tropicalis
biofilms developed on PTFE and titanium, under continuous stirring conditions. C.
tropicalis biofilms formed on PTFE were exposed to concentrations usually used in ALT,
and those formed on titanium to concentrations reached in serum after the administration
of standard doses. The highlights of the present study are that EDTA, NAC, RIF and CLA
enhanced the activity of AMB or ANF against C. tropicalis biofilm formed both on PTFE
or titanium. Our results strengthen the hypothesis that these anti-biofilm compounds,
combined with antifungal agents could be an effective strategy for the treatment of C.

tropicalis biofilm-related infections.

Some authors have proposed the use of calcium chelating agents, such as EDTA, in
combination with antimicrobial agents to eradicate microbial biofilms (Raad et al. 2008).
This study shows that EDTA, independently of the concentration used, increased the
activity of ANF and AMB against C. tropicalis biofilm formed both on PTFE or titanium.
At the concentration assayed on PTFE (30,000 mg/L) the effect was synergistic, while at
the concentration assayed on titanium (30 mg/L) it was improved. Our results allow us to
suggest, in accordance with other authors,(Percival et al. 2005),(Raad et al. 2007) that
EDTA, in addition to its anticoagulant properties that can prevent thrombotic occlusions
in the lumen of the CVC, also increases the activity of antifungal agents, which could be

a novel strategy for the conservative management of CVVC-related infections.
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According to other authors, the increased activity of AMB and ANF in the presence
of EDTA could be explained by its ability to sequester the divalent ions essential for the
extracellular polymeric matrix structure of biofilms, which enables the penetration of
antifungals to the lower layers of biofilm (Percival etal. 2005). Also, Ramage et
al.(Ramage et al. 2007) have reported that EDTA inhibits the filamentation of C. albicans
and reduces the expression of HWP1 (adhesin implicated in biofilm formation),

producing an unstructured biofilm which consists of a monolayer of adherent cells.

NAC is a small molecule derived from the amino acid cysteine, known for its
mucolytic (disruption of disulphide-bonds), antioxidant properties (increases production
of glutathione) and as a competitive inhibitor of cysteine (Olofsson et al. 2003),(Aslam y
Darouiche 2011). Furthermore, its ability to reduce bacterial biofilms when combined
with tigecycline or ciprofloxacin has been reported (Aslam et al. 2007). It also reduces
monomicrobial and polymicrobial biofilms formed by Staphylococcus epidermidis and
C. albicans (Venkatesh et al. 2009). Our results show that the combinations of NAC with
ANF or AMB are more effective than ANF or AMB alone against C. tropicalis biofilm,
producing more than a 2-fold Logio reduction in viable cells attached to PTFE and

titanium compared with the antifungal alone.

RIF, is an antibiotic that inhibits the RNA polymerase, has activity against bacterial
biofilms and is used for the treatment of device-related infections (Trampuz y Widmer
2006). On the other hand, AMB increases cell permeability which could enable RIF to
reach the fungal RNA polymerase and thus explain the synergistic interaction found
between AMB and RIF. This mechanism has been suggested by El-Azizi et al. to explain
the enhanced activity of this combination against C. parapsilosis, C. krusei and C.
glabrata biofilms (El-Azizi 2007). Furthermore, Del Pozo et al., using a different
methodology, reported synergistic activity of this combination against biofilms of C.
albicans, C. parapsilosis and C. glabrata developed on microtiter plates, but not against
C. tropicalis (Del Pozo et al. 2011). In our study, we have assayed this combination in a
bioreactor under continuous stirring conditions and have found that RIF maintained the
biofilm reduction rate along time, without biofilm regrowth, independently of the
biomaterial and drug concentration assayed.

214



Publicaciones

The discrepancy with Del Pozo et al. could be due to the methodology used. With
respect to the combination of ANF +RIF an increase in killing compared to the antifungal
alone was observed. The underlying mechanism that might explain this phenomenon is

unknown and further studies are needed to clarify this fact.

The role of CLA as an anti-biofilm compound against Candida spp. biofilms is not
clear. Previous studies have demonstrated that certain enzymatic activities, such as
hexosaminidases may be increased in the presence of macrolides and this fact could affect
the synthesis of the extracellular matrix (Gerbaux et al. 1996). Some authors have found
that AMB+CLA shows a synergistic activity against C. albicans, C. parapsilosis and C.
glabrata and indifference against C. tropicalis (Del Pozo et al. 2011). Wu et al. used
erythromycin as ALT for the treatment of a CVC-related infection caused by
Staphylococcus aureus and C. parapsilosis, obtaining a clinical improvement at 2 days
(Wu 'y Lee 2007). Our in vitro results show that CLA improves the activity of AMB and
ANF against C. tropicalis biofilm, increasing the killing in more than one Logio both on
PTFE and titanium.

FAR is released when there is cell overpopulation, mainly in C. albicans biofilms and
it acts by inhibiting mycelial development (Weber et al. 2008),(Katragkou et al. 2015).
Some authors have reported that FAR reduces the expression of certain surface proteins
with hydrophobic domains implicated in the cellular adherence and thus decreasing the
CSH of C. albicans (Cao et al. 2005). Consequently, we considered that FAR, at the
concentrations assayed, could improve the AMB and ANF killing, since the CSH of the
selected C. tropicalis B10 isolate was high (73.47 %). Our results show that FAR only
improves the activity of AMB, but not that of ANF against C. tropicalis biofilms.
However, Katragkou et al. reported a synergistic effect of FAR when combined with
micafungin and fluconazole, and indifference when combined with AMB against C.

albicans biofilms by XTT reduction assay (Katragkou et al. 2015).

The limitation of this study is that we have assayed only one clinical isolate. However,
this isolate has a high biofilm-forming capacity and its BMICsgo of AMB and ANF are >
8 and >16 mg/L, respectively. Furthermore, we have compared the activity of multiple
drug combinations at different concentrations (ALT and serum levels) against biofilms

formed on two biomaterials commonly used in medical devices. Moreover, we use an in
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vitro model (CBR) with continuous stirring that mimics in vivo conditions better than
with biofilms formed on 96-well microtitter plates.

Conclusion

In summary, we show for the first time an enhanced activity of AMB and ANF in the
presence of EDTA, NAC, RIF and CLA and a reduced efficacy of FAR against C.
tropicalis biofilm formed on PTFE or titanium, using a bioreactor as an in vitro model
where the material surfaces are under continuous stirring conditions. Although further
studies are required to confirm these observations, our findings suggest that anti-biofilm
compounds could be a new, effective strategy for the treatment of C. tropicalis biofilm-

related infections.

Figures and tables

Charge port Lid

1-Liter glass Disks holders

Titanium or PTFE disks

Magnetic stir bar Discharge port

Figure 1. Schematic representation of the CDC Biofilm Reactor. Obtained from BioSurface Technologies
Corporation (http://biofilms.biz/).
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Table 1. Susceptibility of C. tropicalis B10 to drug assayed

Planktonic MIC mg/L
Amphotericin B 0.25
Anidulafungin 0.03

Biofilm MIC 50/90
Amphotericin B 0.25/8
Anidulafungin >16/>16
Ethylenediaminetetraacetic acid >1000 />1000
Rifampicin >20/>20
N-acetylcysteine >80 />80
Clarithromycin >128/>128
Farnesol (UM) >200/>200

AMB AMB+RIF AMB+EDTA AMB+NAC AMB+CLA AMB+FAR
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Figure 2. Effect of AMB (1000 mg/L) combined with RIF (1000 mg/L), CLA (1000 mg/L), EDTA (30,000
mg/L), NAC (4000 mg/L) and FAR (300 pM) against C. tropicalis biofilm formed on PTFE. Results (A
Logio CFU/cm?) indicate the difference in viable cells at 24 hours (black column), 48 hours (striped column)
and 72 hours (white column) of drug exposure with respect to biofilm control at the same time point. Each
data point represents the mean and standard deviation for two independent experiments carried out with
three replicates. The asterisks indicate that the difference is significant at p<0.05 compared to AMB alone
at the same time point. RIF, CLA, EDTA, NAC and FAR alone at the concentrations assayed have no anti-
biofilm activity (data not shown).
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ANF ANF+RIF  ANF+EDTA ANF+NAC ANF+CLA  ANF+FAR

TH

Figure 3. Effect of ANF (8 mg/L) combined with RIF (10 mg/L), CLA (5 mg/L), EDTA (30 mg/L), NAC
(40 mg/L) and FAR (3 uM) against C. tropicalis biofilm developed on titanium. Results (A Logio CFU/cm?)
indicate the difference in viable cells at 24 hours (black column), 48 hours (striped column) and 72 hours
(white column) of drug exposure with respect to biofilm control at the same time point. Each data point
represents the mean and standard deviation for two independent experiments carried out with three
replicates. The asterisks indicate that the difference is significant at p<0.05 compared to AND alone at the
same time point. RIF, CLA, EDTA, NAC and FAR at the concentrations assayed have no anti-biofilm
activity (data not shown).

8.2.3 Time kill assays of amphotericin B plus anidulafungin against Candida
tropicalis biofilms formed on two different biomaterials

Autores: Marcelo Ernesto Fernandez-Rivero, José Luis del Pozo, Amparo Valentin,
Eulogio Valentin, Araceli Molina de Diego, Javier Peméan, Emilia Canton
Revista: Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Estado de la publicacién: En revision

Abstract

Time kill assays of amphotericin B (AMB) combined with anidulafungin (ANF) have
been determined against biofilms of two clinical isolates of Candida tropicalis and the
reference strain ATCC® 750, developed on polytetrafluoroethylene (PTFE) and titanium,
using the CDC Biofilm Reactor (CBR) as an in vitro model. Biofilms were developed for
24 hours on the disk surfaces and then exposed to AMB (40 mg/L), ANF (8 mg/L), alone

and combined. At predetermined time points after drug exposure, biofilms were removed
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from the disk surface by vortexing-sonication to quantify viable biofilm cells. Drug
activity was strain and time dependent. After exposure to AMB, the mean decrease in
viable cells attached to PTFE was 2.23+0.89 Logio cfu/cm? (range 0.69-3.56 Logao), and
on titanium 2.91+1.04 (range 1.49-4.51 Logio). The reduction with ANF was 0.78+0.5
(0.03-1.58 Log10) on PTFE and 0.8+2.26 (0.42-1.16 Logio) on titanium. The reduction
obtained with the combination of AMB+ANF was 1.8+1.07 (0.22-3.54 Logi0) on PTFE
and 1.97£0.49 (1.36-2.84 Log1o) on titanium. The interaction was classified as indifferent

with a tendency to antagonism.

We conclude that the activity of antifungal agents depends on the biomaterial surfaces
the biofilm forming capacity of the isolate. AMB+ANF is less effective than AMB alone
on both surfaces. Thus, the combination of these antifungals does not seem to add

additional benefits to the treatment of C. tropicalis biofilm-related infections.

Introduction

Fungal biofilm-associated infections have emerged as an important health problem
(Ramage et al. 2006). Biofilm yeast cells exhibit an increased antifungal resistance,
besides they are also protected from the immune system by the matrix, and may persist
on the biomaterial surface causing recalcitrant infections (Chandra et al. 2001a). Limited
effectiveness of current therapeutic strategies to eradicate fungal biofilm leads, in many
cases, to device removal to cure the infection. Candida species are the most relevant
fungal pathogens associated with device-related infections, they being able to colonize
and form biofilms on many surfaces used in current medical practice, such as
polytetrafluoroethylene (PTFE) and titanium (Nobile y Johnson 2015). PTFE,
commercially know as Teflon®, is commonly used in the manufacture of vascular grafts

and titanium is one of the metallic biomaterials used for joint arthroplasties.

Although Candida albicans is the most commonly involved yeast, Candida tropicalis
has also emerged as an important pathogen associated with immunocompromised patients
(Douglas 2003) (Kothavade et al. 2010) (Viudes et al. 2002), intensive care units and
patients with neutropenia. Two classes of antifungal agents, polyenes and echinocandins
have proven to be effective against Candida species biofilms (Kuhn et al. 2002b) (Peméan

et al. 2008) (Valentin et al. 2007) and several authors have proposed these agents for the

219



Publicaciones

systemic and local treatment (i.e. lock therapy) of long-term catheter-related Candida spp.
infections (Toulet et al. 2012).

Most of the studies related to antifungal activity against Candida biofilm have been
performed by measuring the metabolic activity of biofilms formed on polystyrene 96-
well microtiter plates by the XTT reduction assay (Valentin et al. 2007) (Ramage et al.
2001Db). Other biofilm growth systems have been developed for testing microbial biofilms
[i.e., Calgary Biofilm Device, Robbins device and the CDC Biofilm Reactor (CBR)]. The
CBR, which has been standardized by the American Society for Testing Materials
(Method E2562 — 12) (Goeres et al. 2005), is an effective tool to study the interaction
between biomaterial surfaces and microbial biofilms and also the activity of antimicrobial

agents against mature biofilms (Coenye et al. 2011) (Parra-Ruiz et al. 2010).

The purpose of the present study was 1) to determine the time growth curves of C.
tropicalis biofilms on two biomaterials with different physicochemical properties such as
PTFE (hydrophobic) and titanium (hydrophilic) using the CBR as an in vitro model; 2)
to determine the susceptibility of planktonic and biofilm cells of C. tropicalis to
amphotericin B (AMB) and anidulafungin (ANF); and 3) to analyze the time kill assays
of AMB plus ANF against C. tropicalis biofilms formed on PTFE and titanium in the
CBR.

Materials and methods: CDC Biofilm Reactor and biomaterials: BioSurface
Technologies Corporation (Bozeman, MT, USA) provided the CBR (model CBR 90-1)
and the biomaterials. The CBR was equipped with eight rods housing each three
removable disks of PTFE (Model RD 128-PTFE) or commercially pure titanium disks
(Model RD128-Ti). Each disk was 12.7 mm in diameter and 4 mm in thickness.

Antifungal drugs: AMB (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) and ANF (Pfizer
Pharmaceuticals Group, Madrid, Spain) were dissolved in DMSO. The maximum DMSO
concentration in the CBR was always < 0.5%. Antifungal concentrations assayed were:
AMB 40 mg/L and ANF 8 mg/L, concentrations that could be used for lock therapy in

central venous catheters.
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Isolates, biofilm formation, susceptibility and hydrophobicity test:_A total of three
isolates of C. tropicalis were assayed, two of them recovered from catheters of patients
with bloodstream infection (B11 and B12) and the reference strain C. tropicalis ATCC®
750. The ability to form biofilm was determined by crystal violet staining and XTT
reduction assays in 96-well plates as previously described (Valentin et al. 2012) (Pierce
et al. 2008) (Stepanovi¢ et al. 2000).

Susceptibility of planktonic cells to AMB and ANF was determined according to the
CLSI broth microdilution method (M27-A3 document) (Clinical and Laboratory
Standards Institute. 2008). ANF and AMB MICs were defined as the lowest drug
concentration that caused a reduction of growth >50% and 100%, respectively, compared
with the control (without antifungal agents). Biofilm MICs (BMIC) were determined by
the XTT reduction assay according to the protocol described by Pierce et al. (Pierce et al.
2008) Antifungal agents were added to preformed 24-hour biofilms and incubated for 48
hours at 37 °C. BMIC was defined as the lowest drug concentration of antifungal able to
reduce biofilm metabolic activity by >50% (BMICsp) or by >90% (BMICg). Cell surface
hydrophobicity (CSH) was determined using the water-cyclohexane biphasic assay
previously described that takes into account the number of cells removed from the
aqueous phase (Gelis et al. 2012).

Biofilm formation and time kill assays in the CBR:_Prior to analysis, each isolate was
subcultured twice on Sabouraud dextrose agar plates to ensure viability. Inoculum was
prepared suspending 1 to 3 colonies from a 24-hour culture in phosphate buffered saline
pH 7.3 (PBS) and adjusting cell density to 2 McFarland standard providing 108 cfu/mL.
The CBRs, equipped with PTFE and titanium disks, were filled with 400 mL of Yeast
Nitrogen Base medium (Difco Laboratories, Detroit, M1, USA) supplemented with 100
mM glucose (YNBG) and inoculated with 1 mL of the inoculum suspension (final
inoculum size ranged from 8x10% to 2.7x10° cfu/mL). The CBR was then placed in a stir
plate set at 250 rpm. Temperature inside the CBR was maintained uniform at 30 °C £ 1

°C during all the experiment.

After 24 hours of incubation, three PTFE and three titanium disks were aseptically
removed from the CBR and the number of viable cells on their surfaces quantified after

a vortexing-sonication procedure. After that, AMB and ANF alone and combined, were
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added to the CBR at a concentration of 40 mg/L (AMB), 8 mg/L (ANF), and 40 + 8 mg/L
(AMB+ANF) (time 0). The number of viable biofilm cells on PTFE and titanium disks
was determined at 24, 48 and 72 hours after adding the antifungal agents. A CBR without
antifungal agents and with 0.5 % of DMSO was used as a control. At each time point,
three disks were removed and rinsed with 14 mL PBS to remove planktonic and placed

in a tube containing 1 mL YNBG.

Each tube, with the disk inside, was vortexed for 1 min at 2500 rpm, sonicated (Model
Ultrasons-H; J.P Selecta, Barcelona, Spain) for 5 min at 50 kHz and vortexed again for 1
min at 2500 rpm to disaggregate cells attached to the disk surfaces. Afterward, 0.1 mL of
the fluid obtained was diluted (1:10, 1:100, 1:1000 and 1:10000) in saline solution and
0.1 mL of each dilution was plated on Brain Heart Infusion Agar (Becton Dickinson,
USA). The plates were incubated for 24 h at 37 °C. Results, expressed as cfu/mL, were
transformed into Logio cfu/cm?. In order to minimize bias, both biomaterials were assayed

in the same CBR. All experiments were performed in triplicate.

Data analysis: The interaction AMB+ANF, following the established criteria for
synergism by time Kkill curves (Lewis etal. 2002) (Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 2016), was classified as synergistic when the decrease in cfu/cm? at 72
hours was >2 Logio in the combination compared with the most active single agent;
indifferent when the difference in viable cells was <2 Logio and >1 Logio; and
antagonistic when there was an increase in viable cells >2 Logio compared with the least

active single agent.

Differences among groups were assessed with the analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni's test for multiple comparisons. A p<0.05 was considered

statistically significant.

Results

The selected strains formed biofilms on microtiter plates and were classified as high
(B11), moderate (B12) and weak (ATCC® 750) biofilm formers by both tests (crystal
violet staining and XTT reduction assay) (Table 1). No differences in viable cells attached

to PTFE or titanium were observed at 24, 48, 72 and 96 hours in the control. CSH was
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similar for both clinical isolates (B11 and B12) while the ATCC® strain was less
hydrophobic. Planktonic cells of the three strains were susceptible to both antifungal
agents (AMB MIC <0.5 mg/L and ANF MIC <0.03 mg/L). AMB BMICg were >8 mg/L
for the two clinical isolates and 4 mg/L for the ATCC® strain. ANF BMICso were >16
mg/L (Table 1).

Figure 1 shows the reduction in biofilm viable cells formed on PTFE and titanium
after exposure to AMB and ANF alone, and combined. Against the three isolates, AMB
was the most active drug both on PTFE and titanium. On PTFE, AMB produced a
reduction in viable cell ranging from 0.69 Logio cfu/cm?to 3.56 Logio cfu/cm? depending
on the strain (mean of three strains: 2.23+0.89 Log10) and on titanium it was from 1.49
Logio cfu/cm?to 4.51 Logio cfu/cm? (mean: 2.91+1.04 Logio). At 24 hours, the difference
in viable cells with respect to their control was significant in the two clinical isolates, but

at 48 and 72 hours the difference was significant for the three strains (p<0.05).

ANF did not show activity against the clinical isolate B11. On PTFE the mean
reduction was 0.78 + 0.5 Logio cfu/cm? (range 0.03 to 1.58 Logao) and on titanium 0.8 +
2.26 Logio cfu/cm? (range 0.42 to 1.16 Logio). For the AMB+ANF combination, the
reduction in viable cells was isolate dependent. AMB lost activity when combined with
ANF mainly on the B11 isolate. The mean reduction in viable cells attached to PTFE was
1.8 + 1.07 Logio cfu/cm? (range 0.22 to 3.54 Logio) and on titanium 1.97 + 0.49 Logio
cfu/cm? (range 1.36 to 2.84 Logio). The interaction was classified as indifferent on both
biomaterials, but we observed a tendency to antagonism in the isolate with a high biofilm
forming capacity (B11).

In general, AMB was more active against biofilms formed on titanium than those
formed on PTFE and among isolates it was greater against B11. The same as occurs on
PTFE, ANF was not active against B11 except at 72 hours, when the reduction in viable
cells with respect to biofilm control at the same time point was significant, moreover, the
combination of AMB+ANF was less active than AMB alone. The difference in cfu/cm?
between antifungals alone and in combination were significant (p<0.05) both on PTFE

and titanium.
Discussion

223



Publicaciones

Our results show the influence of biomaterials in the killing rates of AMB and ANF
against C. tropicalis biofilms. To the best of our knowledge, there are no previous studies
that analyze the effect of biomaterials and antifungal agents against C. tropicalis biofilms

by either time kill assays or using CBR, which precludes comparisons.

We have analyzed the antifungal activity using the CBR, and show the poor response
of C. tropicalis biofilm to ANF on both biomaterials, which remained colonized after 72
hours. This resistance of C. tropicalis biofilms to ANF has also been reported by other
authors using different methodologies (Pemén etal. 2008) (Valentin etal. 2007)
(Bernhardt et al. 2011). Time kill studies show that AMB is able to eliminate more than
99% of cells attached to both biomaterials, and even eradicate the biofilm formed on
titanium by the two clinical isolates. On the contrary, AMB did not eradicate the biofilms
formed on PTFE. Interestingly, these isolates have more biofilm forming capacity (high
and moderate) and hydrophobity (>73 %) than the ATCC® reference strain (weak and
CSH 21.7 %).

The activity of the combination of AMB+ANF against C. tropicalis biofilms at the
concentration assayed is inferior to that of AMB alone on both surfaces. At the end of the
experiment (72 hours), the interaction is indifferent on both PTFE and titanium (Figure
1). The results suggest that combination of ANF and AMB does not add benefits to the
treatment of C. tropicalis biofilm-related infections (e.g., antimicrobial lock therapy),

although further studies are required.

Most of biofilm antifungal susceptibility studies, using the XTT reduction assay, have
been performed mainly against C. albicans and few data have been reported for other
Candida species (Peman et al. 2008) (Valentin et al. 2007) (Silva et al. 2010). Although
ANF has proven to be effective against C. albicans biofilms (Peman et al. 2008)
(Jacobson et al. 2008), our results show no effectiveness against C. tropicalis biofilms
either by XTT reduction assay (BMICso > 16 mg/L) or CBR.

These differences between species could be related to the cytoarchitecture and matrix
composition reported (glucose in C. albicans and hexosamines in C. tropicalis) that could

affect the antifungal penetration rate (Bizerra et al. 2008) (Al-Fattani y Douglas 2004)
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(Al-Fattani y Douglas 2006). With respect to the different activity of antifungals on
biomaterials, it could be associated with the difference in the hydrophobic properties of
the PTFE surface and the hydrophilic characteristics of titanium. Several authors have
studied the effect of the hydrophobicity of biomaterials on yeast biofilm growth rates
(Samaranayake et al. 1995) (Minagi et al. 1985) (Cuéllar-Cruz et al. 2012) and our study

suggests that it also affects killing rates.

One of the limitations of this study is the reduced number of isolates assayed but they
were selected with different degrees of biofilm forming capacity. Although only one
concentration of each antifungal has been assayed, it was selected as a possible Candidate

for lock therapy in central venous catheters.

In conclusion, the present work reinforces the importance of taking into account the
biomaterial in biofilm formation and strengthens the hypothesis that the physicochemical
properties of the biomaterials could be an important factor for the treatment of Candida
biofilm-associated infections. Drug activity is strain and time dependent, AMB being
more active than ANF on both biomaterials. The killing rates are higher on titanium
surfaces than on PTFE. Results also underline the loss of activity of AMB when combined
with ANF, suggesting that no benefits are added to the treatment of C. tropicalis biofilm-

related infections.

Figures and tables

Table 1. Characteristics of biofilm formation and antifungal activity (mg/L) of amphotericin B (AMB) and
anidulafungin (ANF) against planktonic and biofilm cells of C. tropicalis.

Isolate
B11 B12 ATCC® 750

Biofilm forming capacity High Moderate Weak
CSH (%) 73.5 76.8 21.7
Planktonic MIC

AMB 0.25 0.25 0.5

ANF 0.03 0.016 0.016
Biofilm MIC

AMB BMICgy >8 >8 4

ANF BMICs >16 >16 >16

CSH, cell surface hydrophobicity.
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Figure 1. Activity of AMB 40 mg/L, ANF 8 mg/L and AMB 40 mg/L plus ANF 8 mg/L against biofilms
formed by two clinical isolates (B11, B12) and a reference strain of C. tropicalis. on PTFE and titanium.
Results (A Logl0 CFU/cm?) indicate the difference in viable cells with respect to biofilm control at the
same time point. Each data point represents the mean + standard deviation of three disks. *Significant
difference with respect to AMB alone at the same time point (p<0.05).
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Anexo

9.1 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

9.1.1 Agar Infusion Cerebro Corazon

Composicion y propiedades

El Agar Infusion Cerebro Corazén o Brain Heart Infusion Agar (BHA) es un medio
de cultivo general, rico en nutrientes, que permite el crecimiento de una gran variedad de
bacterias y hongos tanto levaduriformes como filamentosos. Se utiliz6 para realizar los
cultivos cuantificados tras sonicacion y el recuento de células viables adheridas a los

biomateriales.

En la Tabla 8.1 se muestra su composicion. El corazén vacuno, el cerebro de ternera,
la glucosa y el suplemento de peptona aportan la fuente de carbono, nitrogeno y
micronutrientes. El fosfato disédico actia como tampdn quimico para ajustar el pH a 7,4

+ 0,2, el cloruro sddico mantiene el balance osmético y el agar es el agente solidificante.

Tabla 8.1. Composicion del medio Agar Infusién Cerebro Corazén

Infusién de cerebro de ternera 7,79
Infusién de corazén de res 9,89
Peptona 10,09
Dextrosa 209g
Cloruro sédico 500
Fosfato disodico 2549
Agar 209

Preparacion, inoculacién e incubacidn

Se disolvieron 37 gramos de polvo BHA (Becton Dickinson, Madrid, Espafia) y 20
gramos de Agar (Becton Dickinson, Madrid, Espafia) en 1 litro de agua destilada. Se
calento hasta ebullicion con agitacién frecuente para conseguir la completa disolucién de
los componentes. Posteriormente, se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos
y se distribuyd en placas Petri estériles (Francisco Soria Melguizo SA, Madrid, Espafia),

las cuales se conservaron a 4 °C hasta su uso, en un plazo maximo de 5 dias.
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9.1.2 Agar glucosado de Sabouraud

El agar glucosado de Sabouraud es un medio de cultivo ampliamente utilizado para el
aislamiento e identificacion de hongos levaduriformes y filamentosos. La concentracion
elevada de glucosa y el pH acido favorece el crecimiento de los hongos sobre el de las
bacterias (Tabla 8.2). Esta capacidad selectiva puede ser mejorada con la adicion de
antibidticos como el cloranfenicol. El agar glucosado de Sabouraud se utilizd para
subcultivar y verificar la viabilidad y pureza de los aislados de Candida spp. extraidos de

los crioviales conservados a -80 °C.

Tabla 8.2. Composicion del medio agar glucosado de Sabouraud

Hidrolizado enzimatico de caseina 109
Dextrosa 209
Agar 209

Se suspendieron 50 gramos de polvo de agar glucosado de Sabouraud (Becton
Dickinson, Madrid, Espafia) en 1 litro de agua destilada y se calentd con agitacion
frecuente hasta alcanzar la ebullicion. Posteriormente, se esteriliz6 en autoclave a 121°C
durante 20 minutos y se distribuyo6 en placas de Petri estériles que se conservaron a 4°C

hasta su uso en un plazo maximo de 5 dias.

9.1.3 CHROMagar® Candida

El CHROMagar® Candida (CHROMagar, Paris, Francia) es un medio selectivo y
cromogénico que permite la identificacion presuntiva de C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei y C. glabrata (Tabla 8.3). La mezcla cromogénica estd formada por sustratos
artificiales que son degradados por enzimas especificas de las distintas especies de
Candida, liberando compuestos que portan un determinado color al medio segun la especie
(Tabla 8.4). EIl CHROMagar® Candida se utilizé para verificar la viabilidad y pureza de

los aislados de Candida spp.
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Tabla 8.3. Composicion del medio CHROMagar® Candida

Agar 159
Peptona 10,2 g
Mezcla cromogénica 22 ¢
Cloranfenicol 0549

Se disolvieron 40 gramos de polvo CHROMagar® Candida en 1 litro de agua destilada
y se calentd hasta una temperatura comprendida entre 90 °C y 100 °C con agitacion
frecuente para conseguir la completa disolucion de los componentes. Se distribuyo en
placas de Petri estériles, las cuales se conservaron a 4 °C hasta su uso en un plazo méaximo

inferior a 15 dias.

Tabla 8.4. Color desarrollado en CHROMagar® Candida

C. albicans Colonias verdes

C. krusei Colonias grandes, planas, rosado palido, halo blanco
C. tropicalis Colonias azul verdoso a violeta

C. glabrata Colonias rosado intenso

Otras especies Blancas

Bacterias Crecimiento inhibido

9.1.4 Base Nitrogenada de Levadura suplementada con glucosa

La base nitrogenada de levadura o Yeast Nitrogen Base (YNB) es un medio complejo
gue contiene una mezcla bien definida de aminoacidos, vitaminas, micronutrientes y sales,
gue portan todo lo necesario para el crecimiento de la levadura, con la excepcion de la
fuente de carbono (Tabla 8.5). EI YNB se utilizd como medio de cultivo para el
crecimiento de Candida spp. en las placas de poliestireno para la tincién con cristal violeta,
en el CDC Biofilm Reactor y como caldo para recoger la biopelicula desprendida, durante
el proceso de sonicacion y agitacién vorticial.
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Tabla 8.5. Composicion del medio Base Nitrogenada de Levadura
Fuente de nitrégeno

Sulfato amonico 59
Aminoécidos
Histidina 10 mg
Metionina 20 mg
Triptéfano 20 mg
Vitaminas
Biotina (Vitamina B8) 2 ug
Pantotenato de calcio (Vitamina B5) 400 g
Acido félico (Vitamina B9) 2 ug
Inositol 2000 pg
Niacina (Vitamina B3) 400 pg
Acido paraaminobenzoico (PABA) 200 pg
Hidrocloruro de piridoxina (Vitamina B6) 400 g
Riboflavina (Vitamina B2) 200 ug
Tiamina (Vitamina B1) 400 g
Micronutrientes
Acido Bérico 500 pg
Sulfato de cobre 40 ug
Yoduro de potasio 100 pg
Cloruro férrico 200 pg
Sulfato de manganeso 400 g
Molibdato de sodio 200 pg
Sulfato de Zinc 400 g
Sales
Fosfato monopotasico 1049
Sulfato de magnesio 059
Cloruro sédico 0,1g
Cloruro célcico 0,1g

Se disolvieron 6,7 gramos de polvo YNB (Becton Dickinson, Madrid, Espaiia) en 0,8
litros de agua purificada y se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
Posteriormente, el YNB se suplementd con glucosa a una concentracion de 100 mM (18
g/L), disolviendo 18 gramos de glucosa (Becton Dickinson, Madrid, Espafia) en 200 mL

de agua destilada y afiadiéendolos al YNB mediante filtracion.
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9.1.5 Medio RPMI 1640

El medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) es un medio de cultivo inicialmente
disefiado para el crecimiento de lineas celulares y que es utilizado en el ensayo de
microdilucion en caldo M27-A3 para la estudiar la sensibilidad de Candida spp. a los
antifngicos debido a su elevada concordancia entre los distintos ensayos (Tabla 8.6). En
nuestro estudio, se utilizd el RPMI para determinar la sensibilidad de Candida spp. a
anfotericina B y a anidulafungina, tanto en fase plancténica como en biopelicula,
utilizando el método M27-A3 y el ensayo de reduccion del XTT.

El RPMI 1640, suplementado con glutamina y sin bicarbonato sodico, se prepard
disolviendo 10,4 gramos de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y 34,53 gramos
de acido morfolino propano sulfénico (MOPS, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en 900
mL de agua destilada. Se ajustd el pH a 6,9 - 7,1 utilizando NaOH 1 N y se afiadié agua
hasta completar 1 litro. Se esteriliz6 mediante filtracion utilizando un filtro de 0,22 um y

se conservoé a 4 - 8 °C durante un maximo seis meses.

9.2 SOLUCIONESY REACTIVOS

9.2.1 Tampon fosfato salino estéril

El tampdn fosfato salino o PBS pH 7,2, 150 mM (Quimica Clinica Aplicada SA,
Amposta, Espafia) se presenta en alicuotas que contienen cloruro de sodio (7,65 g), fosfato
monopotasico (0,21 g) y fosfato de sodio (0,724 g), las cuales se disuelven en 1 litro de
agua destilada para alcanzar un pH 7,2 y una concentracion de 150 mM. El PBS se
esterilizé en el autoclave a 121 °C durante 20 minutos y se almacend a 4 °C hasta su uso.
El PBS se utilizd para lavar los discos extraidos del CDC Biofilm Reactor y los pocillos
de las placas de poliestierno, para retirar las células planctonicas no adheridas. También
se utilizo como fase acuosa durante el test de adhesion microbiana a hidrocarburos para

estudiar la hidrofobicidad celular superficial de las cepas.
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Tabla 8.6. Composicion del medio RPMI 1640 (mg/L).

L-arginina 200
L-asparragina (anhidra) 50
Acido L-aspéartico 20
Dihidrocloruro de L-cistina 65,2
Acido L-glutamico 20
L-glutamina 300
Glicina 10
L-histidina 15
L-hidroxiprolina 20
L-isoleucina 50
L-leucina 50
Hidrocloruro de L-lisina 40
L-metionina 15
L-fenilalanina 15
L-prolina 20
L-serina 30
L-treonina 20
L-triptéfano 5
L-tirosina 28,8
L-valina 20
Biotina 0,2
Cloruro de colina 3
Acido félico 1
Mioinositol 35
Nicotinamida 1
Pantotenato D-calcio 0,25
Acido p-aminobenzoico 1
Hidrocloruro de piridoxina 1
Riboflavina 0,2
Hidrocloruro de tiamina 1
Vitamina B12 0,005
Nitrato célcico tetrahidratado 100
Sulfato magnésico (anhidro) 48,8
Cloruro potasico 400
Cloruro sédico 6000
Fosfato sddico dibasico (anhidro) 800
D-glucosa 2000
Glutation (reducido) 1
Rojo fenol 5,3
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9.2.2 Solucion de 2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolio-5-
Carboxanilida (XTT)

La sal de tetrazolio 2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolio-5-
Carboxanilida, abreviada como XTT se reduce por la accion de las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas dando lugar a un cristal de formazan soluble de color
rojo. EI XTT fue utilizado en el ensayo de reduccion en placas de poliestierno de 96
pocillos para determinar las CMIBso, CMIBgo y CMIBgo a anidulafungina y anfotericina
B. Para ello, se disolvié XTT (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en PBS hasta alcanzar
una concentracion de 1 mg/mL. La solucion se esterilizé6 mediante filtracion utilizando
filtros de 0,22 um (Sarstedt, Granollers, Espafa) y se almaceno en alicuotas a -80 °C hasta

Su uso.

9.2.3 2-metil-1,4-maftoquinona (menadiona)

Con el objetivo de facilitar y acelerar la reduccion del XTT, se incorporé en la reaccién
un dador de electrones, la 2-metil-1,4-maftoquinona, también denominada menadiona. Se
disolvieron 0,017 gramos de menadiona (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en 10 mL de
acetona para obtener una concentracién final de 10 mM, la cual se conservo a 4 °C hasta

su utilizacién.

9.2.4 Solucion XTT-Menadiona

Se preparo una solucion de XTT-menadiona 1 UM, disolviendo 1,2 pL de menadiona
en 12 mL de XTT (1 mg/mL). La solucion de XTT y menadiona se utiliz6 para medir la
actividad metabdlica de las células adheridas en una superficie de la placa de

microtitulacion durante los ensayos de reduccion del XTT.
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9.3 DISOLUCION Y CONSERVACION DE LOS FARMACOS EMPLEADOS

En la Tabla 8.7 se resume la lista de antifungicos, antibidticos y otras moléculas

utilizadas en el estudio. Los farmacos utilizados se disolvieron en agua 0 DMSO segun el

coeficiente de solubilidad de cada molécula y se conservaron a -80 °C hasta su uso, en un

periodo no superior a 3 meses, excepto el Farnesol, el cual se conservéd a temperatura

ambiente y protegido de la luz. En el caso de los farmacos conservados en DMSO, la

concentracion final de este disolvente en el CDC Biofilm Reactor no super6 el 1% en

ningun caso.

Tabla 8.7. Adquisicion, disolucién y conservacién de los fA&rmacos utilizados en el estudio

Concentracion de

Farmaco Proveedor Disolvente
almacenaje (mg/L)
Anfotericina B Sigma-Aldrich Agua 10.000
Desoxicolato
Anidulafungina Pfizer Agua 5.000
Caspofungina Merck Sharp & Dohme DMSO 5.000
Claritromicina Abbot Agua 5.000
EDTA Sigma-Aldrich Agua 20.000
Farnesol Sigma-Aldrich DMSO 886.000
Micafungina Astellas Pharma Agua 5.000
N-acetilcisteina Sigma-Aldrich Agua 20.000
Posaconazol Merck Sharp & Dohme DMSO 1.600
Rifampicina Sanofi-Aventis Agua 6.000
Terbinafina Sigma-Aldrich Agua 2.000
5-fluorocitosina Sigma-Aldrich Agua 10.000
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