EFICACIA ANTIMICROBIANA DE UN APOSITO ANTI-BIOFILM Y DE APOSITOS
QUE CONTIENEN PLATA EN UN MobeLo DE BIOFILM IN VITRO MADURO

Investigacion in vitro donde el apésito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue comparado con tres apdsitos de plata en su
apacidad para eliminar biofilms maduros producidos por Pseudomonas aeruginosa resistente a antibidtico y
phyloccus aureus resistente a la meticilina (CA-SARM).
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Todos los apésitos utilizados en este estudio in vitro afirman tener actividad anti-biofilm. Los datos generados en este

modelo de desafio de biofilm maduro in vitro, que estimula varias de las caracteristicas fisicas de una herida colonizada

de biofilm, ilustra:

- Eficacia in vitro diferente respecto a los distintos apdsitos frente a biofilm de diferentes especies bacterianas.

- El apdsito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el més efectivo reduciendo el biofilm de Paeruginosa durante el periodo de
prueba en comparacién con el resto de apositos.

« El apdsito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el mas efectivo reduciendo el biofilm de SARM durante el periodo de prueba en
comparacion con el resto de apésitos, los cuales mostraron actividad minima.
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AQUACEL® Ag han demostrado

ampliamente

su capacidad bactericida, tanto en estudios
in vitro', asi como en estudios clinicos

realizados tanto en heridas crénicas como en heridas agudas®'®. Estos estudios incluyen estudios randomizados

comparativos frente al estandar de tratamiento en diferentes indicaciones, y donde se puede observar la

superioridad del uso de AQUACEL® Ag frente a los distintos tratamientos® "

La tecnologia Hydrofiber®, presente en la capa de contacto con la herida del apésito
AQUACEL® Ag, ha demostrado una total microadaptacion a la superficie de la herida.
Esa microadaptacion permite que la efectividad antimicrobiana sea mayor que la que se
puede obtener con otros apdsitos antimicrobianos'®-'8.

Ademas, gracias a que la capa de contacto con la herida es de Hydrofiber®, podemos asegurar la
captacion de las bacterias del exudado dentro de las propias fibras.’® Y podemos observar como las bacterias que

han quedado atrapadas en las fibras empiezan a morir al cabo de pocos minutos®. La plata iénica es efectiva frente
a bacterias aerobias, anaerobias, levaduras y hongos.
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Los apdsitos AQUACEL® Ag+ presentan ademas EDTA y cloruro de
benzetonio (BeCl)?>"-?%. La combinacion del EDTA y el BeCl previene la
formacion / reformacion del biofilm e incrementa la eficacia de la plata
respecto a los microorganismos.
Esto es debido a que:
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° El EDTA arrebata los iones magnesio y calcio que son los que
permiten que la estructura del biofilm permanezca integra,
consecuentemente el biofilm pierde su integridad, haciendo a la

bacteria mas susceptible a la accion de la plata.
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El BeCl es un surfactante, que rompe el limo del biofilm (sin
danar el tejido humano) y reduce la tension superficial de la
pared bacteriana haciendo a la bacteria mas receptiva a la plata.
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Introduccion

* La mayor sensibilizacion de las implicaciones del biofilm en heridas esta
apoyada en una creciente base de evidencia, y el biofilm es, actualmente, con-
siderado una de las barreras locales clave para la cicatrizacion de la herida'.

En ausencia de instrumentos especificos para combatir el biofilm en heridas, la
practica clinica habitual se centra ante todo en buenas técnicas de prepara-
cion del lecho de la herida y en el uso de apdsitos antimicrobianos’.

Recientemente, un apdsito antimicrobiano de nueva generacion (el apdsito
AQUACEL® Ag+ Extra™) ha introducido la incorporacién de una combinacion
de componentes antibiofilm y de agentes antimicrobianos, que han demos-
trado in vitro que trabajan en sinergia para aumentar la susceptibilidad de las
bacterias del biofilm a la accién eliminadora de la plata iénica.

Objetivo

* En esta investigacion in vitro, el aposito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue compara-
do con tres apositos de plata en su capacidad para eliminar biofilms maduros
de BLAE (beta-lactamasa de amplio espectro) producidos por Pseudomonas
aeruginosa resistente a antibiético y Staphyloccus aureus resistente a la meti-
cilina (CA-SARM).

Métodos

PREPARACION DEL BIOFILM:

- Se inocularon suspensiones separadas de cada microorganismo en caldo de
triptona de soja (TS)/suero fetal bovino (50/50 v/v) para conseguir una ultima
concentracion de aproximadamente 1x10, UFC/ml.

» Se afiadieron muestras de gasa N-A de 44 mm de diametro (sustratos de bio-
film) a dichas suspensiones.

» Estos fueron incubados a 35(+)3°C durante 48 horas en una incubadora agita-
dora.

Siguiendo la incubacién, los sustratos del tejido de biofilm fueron lavados en
un 0,85% de suero para retirar las bacterias planctonicas.

= Se realizé el recuento viable total (RVT) en el tejido de biofilm para confirmar el
nivel de este.

Configuracion del ensamblaje de la herida

* Se prepararon modelos de herida que consistieron en: una placa de plexiglas
cubierta de cuero porcino (simulando la piel perilesional), que rodeaba una pla-
ca central de contacto insertada de TS y de 55 mm de diametro (simulando un
lecho de herida himedo con un depésito de nutrientes isotdnicos), sostenien-
do el tejido de biofilm (Figura 1).

El érea de la herida fue cubierta por el apésito primario de prueba y con un
aposito secundario estandar (n=3 para cada punto de tiempo) (Tabla1).

Los modelos de la prueba fueron incubados a 35(+)3°.

Se incluyé un tejido con colonizacion de biofilm sin apdsito como control para
supervisar la viabilidad del biofilm en el mismo periodo (n=1 para cada punto
de tiempo).

RVT:

Siguiendo la incubacién, los RVTs fueron realizados en todas las configuracio-
nes de prueba y controles.

Los apositos de prueba se retiraron y los sustratos de tejido de biofilm se ho-
mogeneizaron separadamente (para liberar las bacterias del biofilm) en con un
fluido neutralizante (para neutralizar la actividad antimicrobiana residual).

Microscopio confocal de barrido laser (MCBL)

Los biofilms en thr fueron examinados mediante MCBL para establecer la
presencia de biofilm.

Se us6 BacLigh® (Live/Dead stain™) para tefiir las bacterias del biofilm median-
te el procedimiento descrito por el fabricante (figuras 2 y 4).

Nombre genérico / Cam o de Medidas de tiempo y
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Apésito de colageno, ticilina (CA-SARM):

celulosa oxidada Apésito Hidropolime- No USAB300- 6, 24, 48,
regenerada y plata ro Tielle® 72,96 horas y 5
dias.

Tabla 1. Pruebas de apositos. #-Segun las instrucciones del fabricante. ***Segun el fabricante, el apésito fue
reaplicado si fue necesario (p.e: cuando el apésito fue biodegradado dentro de la herida in vitro). Esto fue
realizado en unos intervalos de 48 horas durante la prueba.

Poster presentado en EWMA 2018.

Bacterias viables en el biofilm (UFC)
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Resultados

Actividad anti-biofilm frente BLAE a P, aeruginosa.

Siguiendo la aplicacién del apdsito, el apésito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el tnico
que consiguié una disminucion de las bacterias del biofilm a un bajo nivel detectable
alo largo del periodo de prueba (Figura 3) - una reduccién aproximada de 9log,

en 96 horas. Aunque algunos de los otros apdsitos mostraron alguna reduccion en
numeros, ninguna alcanzé una mayor reduccion que 4log,, durante todo el periodo
de prueba. El nimero de bacterias en el biofilm viables en el apdsito de fibras hidro-
detersivas con Ag mostré alguna disminucion a lo largo del tiempo, pero el apdsito
de CMC con Ag y el ap6sito de colageno, CMO y plata mostraron una disminucién
inicial seguida por un lento aumento del nimero de bacterias en el biofilm. Esto
indica que el apdsito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el mas eficaz reduciendo el biofilm
de P, aeruginosa en comparacion con los demas apdsitos analizados.
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Figura 2. Imagen de biofilm BLAE P. aerugi-
nosa en una gasa N-A en la hora T0, antes
del tratamiento con apésitos. Las bacterias
se han teriido con LIVE/DEAD®BacLight™:
que tifie de verde las bacterias vivas y de
rojo las bacterias muertas.
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Figura 3. El grafico muestra el tratamiento
del biofilm durante 96 horas para los
apositos AQUACEL® Ag+ Extra™, aposito
de CMC con Ag, ap6sito de fibras hidro-
detersivas con Ag y aposito de colageno,
CMO y plata, frente al biofilm BLAE de P.
aeruginosa. El control del biofilm también
esta mostrado para la viabilidad del biofilm
durante este periodo de prueba.

Actividad anti-biofilm frente a CA-SARM

Siguiendo la aplicacién de apdsitos, el apdsito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el tnico
que consiguié una disminucion de las bacterias del biofilm a un bajo nivel detectable
durante el periodo de prueba entero (Figura 5) - aproximadamente una reduccién de
10 log,, en 96 horas. La reduccion del biofilm en presencia de los otros apésitos de
plata fue minima, todos mostraron una reduccion < 3 log,, durante todo el periodo
de prueba, y el nimero de bacterias del biofilm viables, permanecié constante, sin
disminuir, y en algunos casos aumento. Esto indica que el apésito AQUACEL® Ag+
Extra™ fue el mas efectivo reduciendo el biofilm de CA-SARM en comparacion con
los demas apdsitos analizados.
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Figura 4. Imagen T, de biofilm de SARM en
gasa N-A previo al tratamiento con los apo-
sitos. Las bacterias se tifien con LIVE/DEAD®
BacLight™ tinéndose de verde cuando estan
] ] an n % 1@ Vvivas y de rojo cuando estan muertas.

Tiempo (noras) Figura 5. El grafico muestra el tratamiento
durante 120 horas (dia 5) para AQUACEL®
Ag+ Extra™, apésito de CMC Ag, apdsito de
fibras hidrodetersivas con plata, y apdsito de
coldgeno frente a un biofilm de CA-SARM.

El control de biofilm muestra la viabilidad del
biofilm durante el periodo de prueba.

Conclusion

Todos los apésitos utilizados en este estudio in vitro afirman tener actividad an-
ti-biofilm. Los datos generados en este modelo de desafio de biofilm maduro in
vitro, que estimula varias de las caracteristicas fisicas de una herida colonizada de
biofilm, ilustra:

Eficacia in vitro diferente respecto a los distintos apdsitos frente a biofilm de dife-
rentes especies bacterianas.

Aunque algunos apositos (apésito de CMC con Ag, y apdsito de colage-
no-CMO-plata) mostraron actividad inicial contra el biofilm BLAE de Paeruginosa,

fueron incapaces de mantener ese nivel o reducir la cantidad a niveles indetecta-
bles.

El aposito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el mas efectivo reduciendo el biofilm de

Paeruginosa durante el periodo de prueba en comparacién con el resto de aposi-
tos.

El apésito AQUACEL® Ag+ Extra™ fue el mas efectivo reduciendo el biofilm de CA-
SARM durante el periodo de prueba en comparacion con el resto de apésitos, los
cuales mostraron actividad minima.

Este estudio in vitro indica que los apdsitos que contienen una combinacion de
agentes antimicrobianos y anti-biofilm pueden ofrecer beneficios en la gestion
de heridas estancadas por el biofilm.



