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. RESUM
Introduccié: els catéters venosos centrals de llarga durada (LTCVCs) son la solucio
pels pacients amb malalties croniques o greus que necessiten un accés vascular
permanent per 'administracié de tractaments prolongats. Malgrat la seva importancia
clinica i els multiples beneficis que aporten, el seu Us comporta un risc d’infeccié que
esta associat a una elevada morbiditat i mortalitat, derivant a una hospitalitzacio
prolongada i el consequent increment del cost economic associat. Objectiu: avaluar
I'eficacia de diferents antimicrobians utilitzant la tecnica del segellat de catéter enfront
soques de Candida spp. i Staphylococcus epidermidis creixent en biopel-licules, tant in
vitro com en un model experimental d’'infeccioé de catéter en conills.
Materials i Métodes: s’han utilitzat 6 aillaments clinics de Candida spp. i 2 de S.
epidermidis productors de biopel-licules. S’han realitzat estudis de sensibilitat in vitro de
les soques creixent en biopel-licules enfront diferents antimicrobians i un model
experimental d’infeccié de catéter en conill per avaluar l'eficacia dels diferents
antimicrobians mitjangant I'antimicrobial lock technique (ALT).
Resultats: en el cas de les infeccions de catéter produides per Candida spp., el
tractament va ser depenent d’espécie. En soques de C. albicans, els tractaments d’ALT
amb amfotericina B liposomal 5 mg/mL i anidulafungina 3.33 mg/mL van presentar una
eficacia similar. Per contra, en el model de C. glabrata i C. parapsilosis, I'anidulafungina
3.33 mg/mL va ser el tractament més eficag. Daptomicina 50 mg/mL com a ALT, va ser
el tractament amb major activitat en el model experimental d’'infeccié per S. epidermidis,
negativitzant la majoria dels catéters a les 24 hores.
Conclusié: aquestes opcions terapeutiques podrien presentar una avantatge
terapéutica en el tractament conservador de les infeccions relacionades als LTCVCs,
utilitzant 'antimicrobial lock technique, en els casos seleccionats de pacients en que no

fos possible la seva retirada i les condicions dels pacients ho permetessin.
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Introduction: Long-term central venous catheters (LTCVCs) are the solution for patients
with chronic or severe disease who require a permanent vascular access for a long-term
treatment. Despite their clinical importance and the multiple benefits they entail, their use
comes with a risk of infection associated with high morbidity and mortality, resulting in a
prolonged hospitalization and a consequent increasement of the cost. Objective: to
evaluate the efficacy of different antimicrobials using the antimicrobial lock technique
(ALT) against different species of Candida spp. and Staphylococcus epidermidis growing
in biofilms, both in vitro and in an experimental model of catheter infection in rabbits.
Materials and Methods: 6 clinical isolates of Candida spp. and two of S. epidermidis
producing biofilms have been used. In vitro susceptibility studies have been made of
different strains growing in biofilms against the different antimicrobials and an
experimental model of catheter infection have been carried out to evaluate the efficacy
of the different antimicrobials using the antimicrobial lock technique.

Results: In the case of catheter infections caused by Candida spp. the treatment was
species-dependent. In the C. albicans model, treatment with ALT liposomal amphotericin
B 5 mg/mL or anidulafungin 3.33 mg/mL had similar efficacy. In contrast, in the C.
glabrata and C. parapsilosis model, anidulafungin 3.33 mg/mL was the most effective
treatment. Daptomycin 50 mg/mL as ALT was the treatment with the highest activity in
the experimental model by S. epidermidis, negativizing most of the catheters at 24 h.
Conclusion: These therapeutic options could have a therapeutic advantage in the
conservative treatment of LTCVC-related infections, using the antimicrobial lock
technique, in selected cases where removal is not possible and patient conditions allow

it.
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Il. INTRODUCCIO
1. Infeccié relacionada amb els catéters venosos centrals de llarga durada
1.1. Concepte

Els catéters venosos centrals (CVCs) sén una eina fonamental a la practica clinica
moderna i son utilitzats amb una alta freqiiéncia en pacients critics. Els CVCs permeten
'administracio segura de liquids de reanimacio, medicaments intravenosos que no es
poden aplicar per vies periferiques i, a part, ajuden a mesurar parametres hemodinamics
en pacients amb sindromes de xoc séptic o cardiogénic, insuficiéncia cardiaca i
hipertensié pulmonar. Els pacients amb malalties croniques com cancer de tumor solid,
patologies hematologiques, digestives, fibrosis quistica o infeccio pel VIH requereixen,
en ocasions, de CVCs de llarga durada o permanents (LTCVC de I'anglés long-term
central venous catheter) per a 'administracié de farmacs que no poden administrar-se
per altres vies venoses, aixi com per a 'hemodialisi o els casos especifics que
requereixen necessariament nutricié parenteral de llarga duracio, tals com pacients amb
sindrome de l'intesti curt o sindrome de mala absorcio (1,2).

Malgrat la seva importancia clinica i els multiples beneficis dels LTCVCs, el seu us
constitueix una font d’infeccid potencial tant local com sistémica del torrent sanguini
(bacteriémia o fungémia). Per aquest motiu, en els darrers anys s’ha fet un esforg
considerable per a intentar reduir la incidéncia de la bacteriemia associada a catéter
venos central (3).

Els sistemes de vigilancia del CDC dels Estats Units (National Nosocomial Infections
Surveillance; NNIS) (4)(5), defineixen les bacteriemies relacionades amb els CVCs
(BRCVC) (CRBSI de l'anglés Catheter-Related Bloodstream Infection), com una
bacteriemia confirmada pel laboratori amb la preséncia d’'una via central que ha estat
col-locada un minim de 48 hores. Aquesta definicid és clinica i requereix, a part de
I’hemocultiu, proves especifiques de laboratori per identificar el catéter com a font de
bacteriémia; és a dir, I'estudi microbioldgic d’aquest. Com que hi ha ocasions en que els

cultius del catéter poden no estar disponibles, els sistemes de vigilancia del CDC van
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proposar com a alternativa per a la vigilancia epidemiologica utilitzar una definicié
simplificada, considerant com a bacteriemia associada amb els CVCs (BACVC)
(CLABSI de ranglés Central-Line Associated Bloodstream Infection) totes les
bacteriémies que tenen els pacients portadors de CVC, quan altres focus d’infeccid
hagin sigut descartats. No obstant aix0, atés que algunes bacteriémies son secundaries
a altres focus diferents al catéter i no es reconeixen facilment (pancreatitis, mucositis,
etc.), la definici6 de BACVC pot sobreestimar la veritable incidéncia de la BRCVC. Aixi
doncs, la definicio de BACVC permet considerar una bacteriémia com associada al
catéter sense necessitat de I'estudi microbiologic del mateix (4,5).

Tanmateix, la importancia clinica d’aquestes infeccions és deguda a que s’associen a
una elevada morbiditat i mortalitat, en especial a les Unitats de Cures Intensives (UCIs),
ocasionant una hospitalitzacié prolongada i el consequent increment del cost sanitari
que aixd comporta (6). De mitjana, els pacients amb BACVC s6n més propensos a haver
patit altres infeccions relacionades amb I'assisténcia sanitaria (IRAS) (HAI de I'anglées
Hospital-Acquired Infection) durant I'hospitalitzacié que els pacients sense aquest tipus
d’infeccio (67,5% versus 30,4%). Als Estats Units, la prolongacioé de I'hospitalitzacio és
d’'uns 7-12 dies (7), amb un cost incrementat en 33.000 dolars per aquells pacients amb
BACVC, independentment de si aquests estaven a la UCI o no. Aquesta xifra és similar
a les estimacions préviament publicades per Pittet et al. (8), on van examinar els costos
addicionals atribuibles a les infeccions del torrent sanguini (ITS) en un estudi de cas-
control comparatiu dels pacients de la UCI, i van observar un cost addicional dels
supervivents de 41.000 dolars. En un altre analisi realitzat per Digiovine et al. (9), els
pacients supervivents amb ITS van presentar un augment dels costos directes de 34.000
dolars respecte els pacients sense ITS. Addicionalment, un estudi descrit per Blot et al.
(10), van analitzar les BRCVC en paisos europeus i descriuen un increment de 12 dies
d’hospitalitzacio, 8 dels quals sén a la UCI, amb un cost atribuible de 13.585 euros per
pacient (10). En resum, la BRCVC ocasiona anualment de 15.960 a 261.000 dies extres

d’hospitalitzacio a les UCIs causant un cost associat de 35,9-163,9 milions d’euros (11).
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Finalment, un estudi espanyol sobre la BRCVC constata un increment de les estancies
hospitalaries d’'uns 20 dies amb un cost addicional de 3.000 euros per episodi (12).

Aixi doncs, disposar d’'un accés vascular segur i funcional, sense cap infeccio
relacionada amb el dispositiu de llarga durada, és fonamental per reduir la morbiditat i

la mortalitat d’aquests pacients i 'important cost sanitari que comporta.

1.2. Epidemiologia

En la majoria d’estudis s’utilitza la BRCVC com a mesura d’infeccio relacionada amb el
dispositiu, i es recomana que les taxes s’expressin en episodis de BRCVC/1.000 dies
d'utilitzacié del catéter. La incidéncia d’aquesta pot variar segons la unitat o servei
hospitalari, la caracteristica dels pacients, la freqliéncia de manipulacio del catéter i la
localitzacio del mateix. Tot i que la verdadera incidencia de la BACVC no és realment
coneguda, 'any 2014 es va assolir I'objectiu establert del 2013 del “HAI Action Plan”
disminuint un 50% aquest tipus d’infeccions entre el 2008 i el 2014 (4). Tanmateix,
s’estima que cada any hi segueixen havent uns 30.100 casos d’infeccié de BACVC a
les UCls (5), amb un rang que oscil-la entre 1,8 a 5,2 episodis/1.000 dies d’utilitzacio del
dispositiu (13,14).

Un estudi realitzat a Europa el 2004 mostra xifres de 1,02 episodis de BRCVC/1.000
dies d’admissions (15), dels quals cal remarcar que 1,55 episodis/1.000 admissions
esdevenen en paisos de la Unié Europea (UE), mentre que la incidéncia de BRCVC en
pacients que no pertanyen a la UE és significativament inferior, amb uns valors de
0,39/1.000 admissions (15).

A Espanya, segons els Estudis de Vigilancia d’Infeccié Nosocomial sobre els pacients
ingressats a la UCI (ENVIN) del 2017, la taxa d’incidéncia global de la BRCVC és de
2,93 episodis/1.000 dies de catéter, essent la tercera infeccié nosocomial més frequent
a les UCIs espanyoles (16). En altres unitats d’hospitalitzacié diferents a la UCI, les
taxes més elevades s’observen a Hematologia, Nefrologia i Oncologia, sobretot en

pacients portadors de LTCVC; amb una incidéncia de 1,6 episodis/1.000 dies
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d’utilitzacié del CVC (2,17,18). Finalment, segons la Societat Espanyola de Medicina
Preventiva i Salud Publica (EPINE) de 'any 2017 (19), la prevalenga global de BRCVC

és d’'1,3% en els CVCs.

Un altre aspecte molt important de la BRCVC és I'elevada mortalitat que ocasiona. Als
Estats Units es va descriure una mortalitat atribuible a la BRCVC durant 'any 2002
d’entre el 12 i el 25% (causant més de 30.000 defuncions) (20). Tanmateix, en un estudi
realitzat a Espanya entre 'any 2010-2011 (21), es descriu una mortalitat als 7 i 30 dies
dels pacients amb candidémia del 12,8% i del 30,6%, respectivament, incrementant-se
notablement en els pacients més greus, com els ingressats a les UCls (mortalitat del
16.5% als 7 dies i de 47% als 30 dies) (22), en el que es va demostrar que,

aproximadament en un ter¢ dels casos, I'origen de la infeccié era el CVC (21).

1.3. Microbiologia

Segons el Programa de Vigilancia de les Infeccions Nosocomials als Hospitals de
Catalunya (VINCat), els microorganismes més frequents que causen infecci
relacionada al catéter sén els grampositius (aproximadament 75% dels casos) (23).
Principalment I'espécie coagulasa negativa (ECN) d’estafilococs, que representa el
45%, on Staphylococcus epidermidis destaca per ser un colonitzador habitual de la pell
i les mucoses i, per tant, es veu implicat tant en el moment de la insercié del CVC com
en la manipulacié d’aquest per part del personal meédic; essent, amb una prevalenga del
90%, l'agent causal de la majoria d’infeccions dels LTCVCs. Daltra banda,
Staphylococcus aureus representa al voltant del 20% de les infeccions relacionades al
catéter i, els enterococs un 9% (20,23,24). En menor frequéncia hi ha els gramnegatius,
que representen el 20% dels casos (23-25).

Finalment, els llevats i, concretament, les espécies de Candida sén els agents causals
de la resta dels episodis (23); particularment C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata i

C. tropicalis (26). Dins d’aquestes, toti que C. albicans segueix essent I'espécie fungica
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més frequent aillada als hemocultius, estudis longitudinals han detectat una tendéncia
a l'increment de les espécies de Candida no-albicans, amb proporcions del 45 i 55%,
respectivament (21,27). Tanmateix, s’ha descrit que la distribucié de les espécies de
Candida depenen de factors geografics i climatics, de I'exposicid prévia del pacient als
antifungics i de I'epidemiologia del centre hospitalari (21,28-30). Per exemple, C.
parapsilosis esdevé la segona espécie més prevalent als hospitals del sud d’Europa,
Ameérica Llatina i Australia; concretament, els aillats detectats de Candida no-albicans
als hospitals espanyols sén basicament C. parapsilosis (24.9%), C. glabrata (13.4%) i
C. tropicalis (7.7%) (21,29-31). En canvi, al nord d’Europa, Estats Units i Canada, és C.
glabrata, després de C. albicans, la que juga un paper més rellevant en aquest tipus

d’infeccions (32-34).

2. Patogeénia
La patogeénia de la infeccié associada als CVCs és multifactorial, complexa i implica la
colonitzacio prévia del catéter, la infeccié d’aquest i la possibilitat de desenvolupar una
disseminacié sanguinia.
Les principals vies de colonitzacié d’un cateter sén (Figura 1) (35,36):

- Via extraluminal: la flora cutania migra des de la pell cap al lloc d’inserci6 del

catéter. Es la via més freqiient (79-90%) (37) dels catéters de curta durada (< de
14 dies) (38—-40).

- Via intraluminal: infeccié produida al punt de connexi6 del catéter vascular com

a consequéncia de les manipulacions repetides, per part del personal
assistencial, durant els recanvis rutinaris del sistema dinfusi6 o de
'administracié de famacs, solucions, nutricié parenteral o productes sanguinis.
Aquesta és la via més freqlient (66% dels casos) de les infeccions de LTCVCs
(> de 14 dies) (41,42).

- Via endoluminal: a través de la contaminacié intrinseca del liquid infés (< 3%

dels casos).
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- Via hematdgena: per disseminacié des d’'un punt distant d’infeccid. Aquesta via

d’infeccié és molt infrequient, tot i que es pot veure en determinats pacients amb
immunodepressio greu o amb aquells en que es recanvia el catéter a causa

d’una infeccié sistemica amb una gran carrega microbiana en el torrent sanguini.

Via intraluminal: infeccié al punt de connexio del
cateter a causa d’'una manipulacié inadequada.
Via més freqiient de les infeccions de LTCVCs.

Via endoluminal: a través
de la contaminacié
intrinseca del liquid infés

Via extraluminal: migraci6 de la
flora cutania cap al lloc d’insercio6 del
cateter

Pell

/_____\ Vena

Via hematogena: a través d’'un altre focus d’infeccid

Figura 1. Principals vies de colonitzacié d'un catéter. Imatge modificada de:

Christopher J et al. 2002. Clinical Infectious Diseases (43).

Tanmateix, existeixen altres factors que faciliten 'adhesié dels microorganismes al
catéter i, per consequent, la seva capacitat de produir una infeccié (38): (1) factors
relacionats amb el pacient, com serien els extrems d’edats i la immunosupressio, que
augmenten el risc d’infeccid, (2) factors relacionats amb el microorganisme, estretament
ligats amb la capacitat d’aquest per a formar biopel-licules en el dispositiu (44), (3)
factors relacionats amb el catéter (tant la seva composicio, el seu tipus o el lloc
d’insercid) associant-se amb més risc d’infeccio els catéters de polivinil o polietile versus
els de teflé o poliureta (45), els que estan situats a les venes femoral o jugular (46) i els

que contenen més llums i multiples vies, entre altres circumstancies. D’altra banda,
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també s’ha demostrat que I'administraciéo de la nutricid parenteral total pel LTCVC

comporta un augment del risc de bacteriémia i/o infeccio local (47,48).

2.1. Biopel-licules

Historicament, la microbiologia ha estudiat els microorganismes en la seva forma de
creixement planctonica (creixement lliure). No obstant, en els darrers anys hi ha hagut
un canvi de paradigma ja que el National Institute of Health d’Estats Units considera que
el 80% de les patologies infeccioses humanes estan altament relacionades amb el
creixement dels microorganismes en forma seéssil (adherits a una superficie),
habitualment anomenat biopel-licula o biofilm (49-54).

Tot i el gran avan¢ de la medicina moderna, també s’ha demostrat que la introduccio
d’'un material nou a I'organisme genera un ninxol optim per als microorganismes que
creixen formant biopel-licules, destacant-se entre elles les infeccions en catéters
endovenosos i arterials, les protesi osteoarticulars i les sondes urinaries, entre d’altres
dispositius meédics d'us molt freqient (55). Els microorganismes creixent en
biopel-licules sobre aquests dispositius meédics, ocasionen infeccions de dificil
tractament degut a la preséncia d’'una elevada resisténcia a les terapies antimicrobianes
i a la capacitat de resistir a les defenses immunitaries de I'noste (56), causant el fracas
del dispositiu, la necessitat de la seva retirada o, fins i tot, recidives de la infeccio després
de finalitzar un tractament antimicrobia prolongat (44,57).

L’efecte final és que aquests microorganismes productors de biopel-licules impacten de
manera adversa en la salut d’aquests pacients, prolongant I'estancia hospitalaria i
precisant de multiples intervencions médiques i/o quirdrgiques i, per tant, incrementant

el cost economic (58).

2.1.1. Definicié
Una biopel-licula es defineix com una comunitat de microorganismes altament

estructurada que esta adherida a una superficie i immersa en una matriu extracel-lular
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(MEC) (ECM de ranglés extracellular matrix) auto produida (59,60), en el que es
desenvolupa un fenotip alterat en relacid amb la taxa de creixement i transcripcio
genética (55). Els microorganismes productors de biopel-licules, poden ser d’'una sola
espécie microbiana o d’una comunitat derivada de multiples espécies (61), constituint
un model de creixement que permet als microorganismes sobreviure en ambient hostil,
essent el seu comportament i fisiologia completament diferent de I'estat planctonic.

La formaci6 de la MEC és clau per a aquests microorganismes productors de
biopel-licules, ja que esdevé el suport per a I'estructura tridimensional d’aquesta actuant
com a “ciment intracel-lular’ (62), i esta composta per aigua (98%) i un conjunt de
diferents tipus de biopolimers -coneguts com substancies polimériques extracel-lulars
(SPE) (EPS de l'anglés extracellular polymeric substances)- sintetitzats pels propis
microorganismes, en el que el component majoritari és I'exopolisacarid i, en menor
quantitat, es troben altres macromolécules com proteines, acid desoxiribonucleic (ADN),
lipids i productes diversos de la lisis dels microorganismes (62—68). Dins d’aquesta
matriu, els microorganismes s’hi queden adherits i comencen a organitzar-se en
colonies amb diferents requeriments metabdlics i diferents microambients de pH,
concentracié de ions, oxigen, etc (54,69). Aquesta circumstancia augmenta
I'heterogeneitat de I'estat fisiologic en el que es troben els microorganismes creixent en
biofilms (70).

S’ha demostrat que [larquitectura de la matriu que han auto produit aquests
microorganismes formant la biopel-licula no és solida i presenta canals que li permeten
establir un vincle amb el medi extern per a realitzar l'intercanvi de nutrients, oxigen i
eliminar els metabolits de rebuig, inclis a les zones més profundes del biofilm.
Tanmateix, s’ha demostrat que aquesta arquitectura no només depén del
microorganisme que el formen, sin6 del substrat on s’adhereix i les condicions de
creixement (59,66,71-73). També es poden alliberar microorganismes de la
biopel-licula, que poden viatjar i dipositar-se en nous ninxols de colonitzacié mantenint

les mateixes caracteristiques dels microorganismes productors de la biopel-licula
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primaria (74). L’alliberacié d’aquests microorganismes es pot ocasionar a causa de
substancies secretades pels mateixos, I'activitat de bacteridfags dins la biopel-licula o
bé per mecanismes fisics. El principal avantatge pels microorganismes de créixer
formant un biofilm és que representa una estratégia de supervivéncia, ja que
proporciona una proteccié enfront I'ambient, resisténcia a estressos quimics o

fisics, cooperacio metabolica i regulacio de I’expressié genética (60).

2.1.2. Formacio de les biopel-licules

La formacié d’'una biopel-licula és un procés complex que s’inicia amb I'adheréncia dels
microorganismes sobre una superficie i seguint amb una série de fases de
desenvolupament: 1) condicionament, 2) adhesié reversible, 3) adhesio irreversible i
sintesi de matriu extracel-lular induida pel quorum sensing, 4) maduracio i 5) dispersio
(75).

Els microorganismes creixen formant una biopel-licula quan detecten certs parametres
ambientals, com una disminuci6 o augment de la disponibilitat de nutrients o canvis en
'osmolaritat, pH, tensié d’oxigen i temperatura, que disparen la transicié de la forma de
creixement planctonica a un creixement en biopel-licula. A part d’aixd, 'ambient que
desencadena aquesta transicid varia d’'un microorganisme a un altre (etapa
acondicionament de la superficie de la Figura 2) (58). La segona etapa correspon a
I'adhesi6 reversible del microorganisme (etapa adhesio reversible de la Figura 2), pas
clau en que intervenen les energies superficials del biomaterial, la cél-lula microbiana i
el medi liquid que les envolta (76). Aquests microorganismes poden adherir-se a la
superficie dels dispositius mitjangant factors inespecifics (tensié superficial,
hidrofobicitat o forces electrostatiques) o mitjangant adhesines especifiques (68).
Tanmateix, s’ha demostrat que la hidrofobicitat de la superficie és la principal forca
molecular per la seva adhesio al substrat, unint-se més facilment als materials hidrofobs
(77,78). En aquesta etapa reversible, els microorganismes poden abandonar la

superficie per tornar al seu estat planctonic (79).
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Posteriorment, a I'etapa 3, es produeix un canvi de I'adhesi6é reversible a irreversible
(etapa 3, adhesio irreversible de la Figura 2), on la interaccid débil entre el
microorganisme i el substrat canvia per un enlla¢ permanent mitjancgat per les petites
quantitats de SPE que envolten els microorganismes formadors del biofilm. Un cop
aquests s’han adherit a la superficie, comencen a dividir-se i les cél-lules filles
s’expandeixen al voltant del lloc d’unid, formant una microcolonia, que s’autoregula
mitjangant molécules de quorum sensing (sistema de comunicaciéo entre els
microorganismes que involucra la regulacié i 'expressio de gens especifics a través de
molécules de senyalitzacid) (61,80-82) i, alhora, comencen a secretar la matriu de la
biopel-licula.

Una de les caracteristiques més importants dels biofilms produits tant de bacteris com
de llevats, és la preséncia i composicio d’aquesta matriu extracel-lular (61,66). Convé
destacar que la composicié de la MEC en soques de Candida, varia segons I'espécie.
Per exemple, la matriu produida per C. albicans formant biopel-licules esta constituida
majoritariament de carbohidrats i proteines, la matriu de C. parapsilosis té altes
quantitats de carbohidrats i poques proteines, C. glabrata, conté altes proporcions
d’ambdds i, contrariament, la MEC de les soques de C. tropicalis contenen baixes
concentracions de carbohidrats i proteines (83). Per contra, la MEC dels bacteris
creixent en biopel-licules esta formada principalment per carbohidrats i, la majoria,
presenten carrega negativa a causa de la preséncia de grups carboxils, sulfats o fosfats.

La concentracio de proteines, acids nucleics i lipids és baixa (62).

S’ha de tenir en compte que, a part de la composicié de la MEC, la composicio de
I'exopolisacarid també és diferent a cada microorganisme i consisteix en una barreja de
carbohidrats neutres i carregats que, a part, poden contenir substituents organics o
inorganics (84). En el cas dels llevats productors de biopel-licules, el polisacarid també
varia segons l'espécie, per exemple, I'exopolisacarid principal de C. albicans és la

glucosa (32,2%), mentre que el de C. tropicalis és hexosamina (27,5%). Les molécules
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de glucosa es troben formant principalment (1,3)-3-D-gluca, el qual no només és el
component fonamental de la paret cel-lular, sind que en algunes especies també és el
carbohidrat més abundant de la MEC. En el cas dels bacteris, dos dels exopolisacarids
més ben caracteritzats de la MEC son I'alginat, produit per Pseudomonas aeruginosa, i
I’'hexosamina poli-N-acetilglucosamina, secretada per S. epidermidisi S. aureus (85,86).
En diversos estudis recents s’ha posat de manifest que inclus un mateix
microorganisme, depenent de les condicions ambientals a les que es trobi, pot produir
diferents exopolisacarids com a component de la matriu del biofilm (87,88). Per exemple,
les soques de Candida spp. produeixen exopolisacarids especifics quan creixen formant
biofilms (66,89), essent qualitativa i quantitativament diferents dels microorganismes
que creixen en planctonic (66). Un exemple clar és en soques de C. albicans, com s’ha
esmentat anteriorment, I'exopolisacarid principal del seu biofilm conté una proporcid
elevada de glucosa (32,2%) (62), en canvi, quan els microorganismes es troben en
creixement planctonic, I'exopolisacarid principal d’aquests és la mannosa (66,89). Les
evidéncies presentades per Baillie et al. (66), van demostrar que aquest fet no succeeix
en els bacteris productors de biofilms, ja que produeixen els exopolisacarids amb la
mateixa composicidé que en els cultius planctonics i que rarament hi ha polisacarids
especifics unicament del creixement en biopel-licules. Tot i aixi, hi ha altres condicions
ambientals (composicié dels nutrients, temperatura, concentracions d’oxigen i pH) que
si que afecten a la composicié de I'exopolisacarid dels bacteris (88).

L'etapa 4 (etapa de maduracié de la Figura 2) consisteix en la maduracié d’aquest
biofilm, que déna com a resultat una arquitectura complexa, formant unes estructures
semblants als bolets (mushrooms) amb canals, porus i espais intercel-lulars o
microcanals i s’'indueixen canvis fenotipics dels microorganismes que permeten
l'adaptacié al nou entorn per garantir la supervivéncia dins de la biopel-licula (per
exemple, créixer anaerdbiament en zones profundes). L’arquitectura d’aquesta presenta
diferéncies significatives entre espécies i també de les caracteristiques del substrat al

que s’adhereixen i altres aspectes del medi ambient. N'és un exemple clar les
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biopel-licules formades per diferents espécies de Candida, ja que C. albicans presenta
una organitzacio bifasica, amb una capa de blastopores adherides al substrat, que
posseeix una profunditat d’'una o dues cél-lules metabolicament actives. Per sobre,
estan recobertes per una fina capa de MEC que conté un dens agregat de (1,3)-3-D-
gluca (similar a la paret cel-lular) i, finalment, sobre aquesta capa se situa una capa
abundant d’hifes immerses a la MEC (59,72). Per contra, C. glabrata mostra una
biopel-licula formada exclusivament per varies capes de blastopors, ja que s’ha
demostrat que és una soca amb abséncia total de pseudohifes o hifes (83). Finalment,
C. parapsilosis i C. tropicalis formen una biopel-licula bifasica, amb capes basals de
blastopores i hifes en diferents proporcions (83).

El potencial de creixement dels microorganismes productors de biopel-licules esta limitat
per diferents factors ambientals, com per exemple, la disponibilitat de nutrients a
'ambient, el pH intern, la penetracié d’oxigen, etc. La produccié de les biopel-licules de
Candida spp. es poden diferenciar en 3 fases de creixement: primerenca (0 a 11 hores),
intermedia (12 a 30 hores) i madura (31 a 72 hores) (59).

Finalment, algunes microcoldnies es poden despendre de la superficie o alliberar-se de
la MEC, per a poder colonitzar noves superficies i aixi, tancar el procés de
desenvolupament de la formacié de la biopel-licula (etapa 5 dispersié de la Figura 2).
La degradacié de la MEC és un procés complex que succeeix en dos passos:
primerament, els microorganismes s’activen metabolicament i, posteriorment, s’activa
l'expressio dels gens que codifiquen molécules capaces de degradar la matriu
extracel-lular. Aixi doncs, quan s’assoleix una alta densitat de microorganismes a
l'interior de la biopel-licula, al produir-se la manca de nutrients, s’activen els gens que
indueixen I'expressio de proteases, nucleases i molécules amb propietats surfactants
que solubilitzen els components de la MEC i permeten I'alliberacié dels microorganismes

del biofilm (90).
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La capacitat de formar biopel-licules per les diferents especies de Candida ha sigut

estudiada ampliament, en general C. albicans és la que produeix biofilms amb major

frequéncia, seguida de C. tropicalis, C. parapsilosis i C. glabrata (68).

1. Acondicionament de la
superficie

2. Adhesid
reversible dels
microorganismes

3. Adhesié Irreversible dels microorganismes
Comunicacié cel-lula-cél-lula mitjangant
quorum sensing i produccié de material SPE

SPE quorum sensing
N
.f\. ol o "-4

€g»
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- Maduracioide.Ja.biopstileya 5. Dispersi6 dels microorganismes
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Figura 2. Esquema de les etapes dels microorganismes creixent formant una
biopel-licula sobre un substrat. Imatge modificada de: Chambless JD et al.

2006. Applied and Environmental Microbiology (91).

2.1.3. Mecanismes de resisténcia dels microorganismes que creixen
formant biopel-licules

Els biofilms produits pels bacteris comparteixen moltes caracteristiques amb els dels

llevats, entre elles, la que els defineix per de la seva importancia és la seva elevada

resistencia davant dels agents antimicrobians. Aquest fet explica la persisténcia de les

infeccions tot i utilitzar un tractament adequat. S’ha descrit que tan bacteris com llevats

creixent en biopel-licules poden arribar a ser fins a 1000 vegades més resistents als
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antimicrobians que els seus homolegs creixent en forma planctonica (59,92-94). El
fenomen de la resisténcia dels microorganismes creixent en biopel-licules és complex i
multifactorial, tanmateix, s’ha demostrat que segons la fase de creixement en que es
troba la biopel-licula els microorganismes utilitzen uns mecanismes de resisténcia o uns
altres, essent doncs fase-dependents (53). Tot i que els estudis inicials es van basar en
'analisi dels mecanismes de resisténcia dels microorganismes creixent en forma
planctonica, es va demostrar que aquests eren diferents dels que creixien formant
biopel-licules. Per tant, els estudis de la ultima década s’han centrat en investigar els
mecanismes de resisténcia induits fenotipicament i especifics d’aquests
microorganismes formant biofilms, com: la matriu extracel-lular, la resposta adaptativa
a l'estrés ambiental, I'estat fisiologic alterat, les cél-lules persistents i la densitat cel-lular.

(Figura 3) (1,53,68,95-99):

Matriu extracel-lular: tot i que a l'interior del biofilm hi ha gran quantitat d’aigua i soluts

de la mida dels antimicrobians, la mobilitat fisica d’aquests és restringida a causa de
que la MEC limita la difusié de I'antimicrobia als microorganismes de les capes més
profundes del biofilm, fet que els hi proporciona una elevada resisténcia (96,100,101).
Tanmateix, s’ha demostrat que la composicié quimica de la matriu extracel-lular juga un
paper clau en la resisténcia d’aquests microorganismes, ja que segons la seva
composicio, pot interactuar directament amb els antimicrobians i ocasionar la seva
inactivacié o segrest per anular la seva activitat (14). Per tant, la MEC actua com a
barrera de difusio tant fisica com quimica en la penetracio dels antimicrobians.

En aquest punt cal destacar que la composicié de la MEC de Candida spp. creixent en
biopel-licules és variable segons 'espécie, per tant, la resisténcia de cada soca pels
diferents tractaments dependra, en part, d’aquesta caracteristica. EI DNA extracel-lular
i el (1,3)-R-D-gluca, component essencial de la paret cel-lular dels llevats, son dos dels
components de la MEC que s'han relacionat més amb resisténcia de Candida spp. quan

creix formant biopel-licules (62,102).
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Resposta adaptativa a I’estrés ambiental: la resposta a I'estrés ambiental cada cop

estd més descrita com un mecanisme de resisténcia de la poblacié microbiana als
antimicrobians. L’activacié de respostes d’estrés provoca canvis a la fisiologia del
microorganisme que condiciona I'aparicié de fenotips especifics i que redueix I'eficacia
de les substancies antimicrobianes (82,97). Per exemple, activacié dels gens que
codifiquen per bombes d’expulsié o efflux, que es troben a la membrana externa i
s’encarreguen del transport actiu de les molécules toxiques (com els antimicrobians) cap
a I'exterior dels microorganismes. Una altra resposta adaptativa és la modificacié dels
components de la paret cel-lular, reduint aixi la permeabilitat o limitant I'entrada dels
antimicrobians a l'interior de la cel-lula (103,104).

Estat fisiologic alterat: s’ha de tenir molt en compte que factors incloent el pH, la

temperatura, l'oxigen disponible i altres estressos ambientals poden alterar
l'arquitectura, produint heterogeneitat fisioldgica dels microorganismes dins les
biopel-licules (105,106), per exemple, han de modificar la seva respiracié mitocondrial
segons les concentracions d’oxigen a les que es troben (107). Aixd pot provocar que els
anticossos, les cél-lules del sistema immunitari i els antimicrobians afectin de forma
diferent a les microcolonies del biofilm, tenint menys accés als microorganismes situats
a les zones més profundes (98). Com a consequéncia, I'existéncia d’aquests
microambients afecta de forma antagonica a I'accio dels antimicrobians. D’altra banda,
a les parts més profundes dels biofilms madurs hi ha limitacié de nutrients, oxigen, etc.,
el que provoca un creixement més lent per part dels microorganismes que estan sota
aquest microambient (108). Aquest canvi fisioldogic pot provocar resisténcia dels
microorganismes que creixen formant biopel-licules als antimicrobians.

Ceél-lules persistents o persisters: son microorganismes “adormits” que es

caracteritzen per una activitat metabdlica reduida, I'abséncia de divisié cel-lular i una
alta tolerancia als antimicrobians (109-111). La preséncia d’aquests microorganismes
reflecteix, de forma clara, I'neterogeneitat metabodlica, i és una caracteristica que es

manifesta Unicament en els microorganismes que creixen formant biopel-licules, no en
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els que creixen en planctonic. Aquests microorganismes solen constituir entre un 0,1-
1% de la poblacié de microorganismes productors de biofilms, solen apareéixer a causa
de I'exposicio periodica dels antimicrobians (112), i fa que siguin els principals causants
de les infeccions recurrents en clinica (109).

Densitat cel-lular dels microorganismes: l'activitat dels antimicrobians es veu

disminuida en preséncia d’'una densitat cel-lular elevada, fenomen conegut com “I'efecte
indcul”. Els microorganismes dels biofilms madurs, mentre estan densament habitats,
presenten una heterogeneitat espacial amb microcolonies i canals d’aigua entremig
(59). Amb una alta densitat cel-lular dins del biofilm, hi ha cooperaci6 dels
microorganismes mitjangant el quorum sensing, que fa que responguin mitjangant

I'activacio de gens de resisténcia (80,113).

42



1. Introduccié

Llegenda

Matriu extracel-lular

La matriu extracel-lular actua com a barrera de difusié tant fisica com
quimica en la penetracié dels antimicrobians (groc), el que fa que aquests
no arribin a les capes més profundes de les biopel-licules produides pels
microorganismes.

L'activaci6 de respostes d'estrés provoquen canvis a la fisiologia del
microorganisme (verd) que creixen formant biopel-licules i a I'aparacié de
fenotips especifics que redueixen I'eficacia dels antimicrobians.

En zones amb limitacié de nutrients o acumulacié de productes de rebuig
(rosa), es provoca un creixement més lent per part dels microorganismes
que estan sota aquests microambients.

Microorganismes (liles) caracteritzats per una activitat metabodlica reduida,
'absencia de divisié cel-lular i una alta tolerancia als antimicrobians.
Representen un 0.1-1% de la poblacié dels microorganismes creixent en
biofilms.

Figura 3. Alguns dels mecanismes de resisténcia dels
microorganismes que creixen formant biopel-licules. Imatge modificada
de: Chambless JD et al. 2006. Applied and Environmental Microbiology

(91).

En resum a tot aix0, els mecanismes de resisténcia dels microorganismes que creixen

formant biopel-licules s6n dependents de la fase de creixement. Les bombes d’expulsio

(mecanisme de resposta a I'estrés ambiental), son clarament utilitzades en les fases

primerenques i intermédies de la formacio del biofilm, abans de la produccio de la MEC.
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La densitat cel-lular dels microorganismes, a la fase de maduracié del biofilm, actua com
una barrera fisica. Tot i la produccié de biofilms densos, quan la penetracié de
antimicrobia és possible, el fenotip de cél-lules persistents els assegura la supervivéncia
i, en aquest ambient d’estrés, s’activen proteines per a protegir aquests
microorganismes. Aixi doncs, les evidéncies subratllen que la resisténcia dels
microorganismes quan creixen formant biofilms provoquen un fenotip induible i que
forma part d’'una série de multiples vies moleculars que regulen el desenvolupament i la
homeostasis del biofilm (53). | que, en els diversos escenaris que s’han descrit, gracies
a totes aquestes caracteristiques es fa dificil el tractament terapéutic d’aquestes

infeccions causades per aquests microorganismes.

En aquesta tesi doctoral es presenten els resultats obtinguts en diferents
tractaments utilitzats pel segellat de catéter davant de diferents espécies de
Candida i S. epidermidis creixent en biopel-licules. Per aquest motiu, a
continuacio s’explicara detalladament els principals mecanismes de resisténcia
dels microorganismes que creixen formant biopel-licules enfront als

antimicrobians d’estudi per aquests dos tipus de microorganismes.

2.1.3.1. Mecanismes de resisténcia de Candida spp. que creixen
formant biopel-licules
Ha estat ampliament demostrat que I'estil de vida de soques Candida spp. que creixen
formant biopel-licules, han augmentat drasticament els nivells de resisténcia dels agents
antifungics més utilitzats (72,93,114-116). Tot i que el fenotip de la resisténcia dels
microorganismes esta més pronunciat a les ultimes fases de desenvolupament del
biofilm, aquesta també pot ser detectada durant els primers minuts o hores des de la
seva adhesié a la superficie (117) i, com s’ha demostrat, no esta involucrada en
'adquisicid de mutacions genétiques, ja que si els microorganismes que formen el

biofilm es fan créixer en condicions planctoniques, aquests son susceptibles als
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antifungics. Tanmateix, tot i que la resisténcia dels antifungics esta clarament
relacionada amb les vies especifiques de la formacidé dels biofilms pels factors
comentats amb anterioritat com la densitat cel-lular, les cél-lules persistents, la
produccid de MEC, etc., una petita fraccid d’aquesta resistencia també pot estar
ocasionada pels mateixos mecanismes de resisténcia descrits en les cél-lules
planctoniques. Amb tot aixd, la resistencia de Candida spp. creixent en biopel-licules és
multifactorial, amb diversos mecanismes que actuen de manera coordinada en les
diferents fases de creixement del biofilm i que contribueixen de manera intrinseca a la
resistencia antifungica (53,99). Toti la dificultat d’eradicacié d’aquests microorganismes,
els ara dits “nous antifungics”, com per exemple les equinocandines o les formulacions
lipidiques de 'amfotericina B, han demostrat tenir eficacia davant dels llevats que formen

aquestes estructures tan complexes (68,72,118).

2.1.3.1.1. Resisténcia als azols

Els azols han sigut considerats els antifungics classics de referéncia pels llevats,
tanmateix, s’ha demostrat que aquests presenten una activitat disminuida davant de
soques de Candida spp. productores de biofilm (119). El mecanisme d’accio dels azols
deriva de la inhibicié de la biosintesi de I'ergosterol, produint d’aquesta manera una
alteraci6 a la permeabilitat de la membrana de les cél-lules fungiques. S’ha demostrat
que els mecanismes de resisténcia intrinseca als azols descrits en Candida spp. creixent
en biopel-licules, estan relacionats amb el paper de les bombes d’expulsié, la variacio
dels esterols de la membrana, 'impacte de la densitat cel-lular, la formacié de la matriu
extracel-lular, les cél-lules persistents i la influéncia de diferents mecanismes de

resposta a I'estres (53,99,120).

Tot i que les bombes d’expulsié juguen un paper fonamental en la resisténcia dels azols
en soques de Candida spp. creixent en planctonic, el seu paper en la resisténcia

associada a biofilms varia (53). Durant les fases primerenques de la formacié dels
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biofilms, aquestes augmenten la seva activitat de forma transitoria, en canvi, en els
microorganismes amb creixement planctonic el que succeeix és que es produeix una
resisténcia adquirida, produida per una mutacioé genética com a resultat de I'increment
de l'activitat de les bombes. En els diferents estudis centrats en aquest tema, es van
mutar els gens que codifiquen per aquestes bombes d’expulsié a diferents etapes del
desenvolupament del biofilm (121,122). D’aquesta manera, van poder demostrar que
durant les fases més primerenques de la formacié de les biopel-licules, els
microorganismes es tornaven hipersensibles als azols, contrariament al que passava a
les fases madures, ja que aquesta no millorava. Aixi doncs, aquests estudis van suggerir
que les bombes d’expulsié contribueixen a la resisténcia als azols a les fases
primerenques tot i que no és un mecanisme determinant de la seva resisténcia (123).
Aquest mecanisme també es va poder demostrar en soques de C. glabrata i C. tropicalis
(53,124), i s’ha vist que les equinocandines son les Uniques que no es veuen afectades

per aquest tipus de resisténcia (53,125).

Pel que fa referéncia a la composicio dels esterols de la membrana, es va demostrar
que les soques de C. albicans creixent, tant de forma planctonica com en biopel-licules,
a les 6 hores de creixement tenien nivells similars d’ergosterol. En canvi, a les fases
finals de la formacié del biofilm, els nivells eren significativament menors, essent reduits
en un 41% a la fase intermédia i en un 50% a la fase madura respecte les fases inicials
(122). Aix0 esta causat perqué els microorganismes dels biofilms madurs so6n menys
dependents de I'ergosterol per mantenir la fluidesa de la membrana (122). Aquest efecte
limita potencialment l'eficacia de tots els farmacs amb mecanisme d’accié sobre
I'ergosterol, com els azols i 'amfotericina B (122). En resum, l'alteracio dels esterols de
la membrana €s un mecanisme clau de la resisténcia a les fases intermédia i madura

de Candida creixent en biofilms (121,122).
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L’'impacte de la densitat cel-lular sobre la resisténcia de Candida spp. va ser descrit per
Perumal et al. (126), que van demostrar I'efecte indcul amb elevada resisténcia als azols,
quan els microorganismes del biofilm estaven exposats a altes densitats cel-lulars. En
general, s’ha descrit les soques de C. glabrata productores de biopel-licules posseeixen
una major densitat de ceél-lules comparat amb les de C. tropicalis i C. parapsilosis
(97,127), fet que explicaria la usual elevada resisténcia d’aquestes soques pels azols i

'amfotericina B (128-130).

Una de les caracteristiques principals dels microorganismes creixent en biofilms esdevé
en la formacié de la matriu extracel-lular, que conté el (1,3)-B-D-gluca, component
essencial de la paret cel-lular dels llevats. Nett et al. (131), van estudiar com afectava el
material de la matriu sobre cél-lules en creixement planctonic, i van observar que
laddici6 d’aquestes sobre la matriu, mimetitzaven el fenotip de resisténcia
antimicrobiana de les cél-lules productores de biofilm, suggerint que la MEC és capag
d’unir-se o segrestar les diferents families d’antifungics (99,132,133). S’ha demostrat
que determinades espécies de Candida, com C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis,

utilitzen aquest mecanisme de resisténcia de segrest dels antifungics (134).

Tot i que el mecanisme de C. albicans per passar a cel-lula persistent no ha sigut
clarament definit, se sap que aquest implica canvis tant a la membrana com a la paret
cel-lular (135), i exhibeix tolerancia a diferents classes d’antifungics com els azols i
'amfotericina B (112,136). Tanmateix és un efecte espécie i soca depenent, ja que
algunes soques formadores de biofiims freqientment contenen subpoblacions de
cél-lules persistents, com C. albicans i C. krusei i, en canvi, aquestes no s’han observat

en C. glabrata (137).

A causa de l'accié multifactorial de tots aquests mecanismes de resisténcia, les

cél-lules creixent en biopel-licules s6n 1.000 vegades més resistents als azols que
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les seves homologues planctoniques, resultant una opcié terapéutica inefectiva
per a tractar les infeccions produides per soques de Candida spp. creixent en

biopel-licules (53)(138).

2.1.3.1.2. Resisténcia a I'amfotericina B

Els antifungics de la familia dels poliens, com I'amfotericina B i les seves formulacions,
presenten el major espectre d’accié entre els agents disponibles pel tractament de les
infeccions fungiques. El seu mecanisme d’acci6 és la unié de manera intercalada amb
I'ergosterol de les membranes fungiques, produint canals en les mateixes que permeten
la sortida al medi extracel-lular de ions monovalents intracel-lulars, particularment
potassi, i de petites molécules. Finalment, el canvi d’osmolaritat que es produeix com a
conseqiiéncia d’aixo és el responsable Ultim de la lisis de la cél-lula (139). Es un farmac
amb una toxicitat potencialment remarcable, ja que, al actuar sobre I'ergosterol podria
interactuar amb la membrana de les cél-lules eucariotes. Tanmateix, presenta una major
afinitat per I'ergosterol dels llevats que pel colesterol de les cél-lules dels mamifers. Pel
que fa referencia als mecanismes de resisténcia de I'amfotericina B, alguns son els
mateixos que en els descrits pels azols, com els involucrats amb la reduccié de
I'ergosterol de les ultimes fases de la formacio del biofilm, la produccio de la MEC amb
contingut de (1,3)-R-D-gluca, que reté aquest farmac i, per tant, redueix I'exposicié de
les cél-lules del biofilm a aquest (132) i la preséncia de cel-lules persistents en algunes
espécies o soques de Candida (99). Tanmateix, un altre mecanisme de resisténcia
identificat en la resisténcia antifungica i que, sorprenentment, no mostra cap impacte en
l'activitat dels azols, esta involucrat en el DNA extracel-lular que conté la MEC (102), ja
que diferents estudis han demostrat que tractar els microorganismes creixent en biofilms
amb DNAses, augmentava l'activitat de certs antifungics com els poliens i les
equinocandines (102). Tot i aixd, no es té clar quin és el mecanisme pel qual el DNA de

la MEC contribueix a la resisténcia d’aquests antifungics.
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L’estat fisiologic és un dels mecanismes tipics de resisténcia dels microorganismes
productors de biopel-licules, en que la taxa de creixement és un important modulador
d’aquests microorganismes, ja que un creixement lent se sol associar amb canvis a la
envolta cel-lular, fet que normalment afavoreix la resisténcia als antibacterians (140).
D’altra banda, Baillie et al. (93) van demostrar que C. albicans creixent en biofilms,
exhibien nivells similars de la resisténcia a 'amfotericina B, tot i exposar-los a diferents
rangs de taxes de creixement, suggerint que aquesta no juga un paper rellevant a la
resisténcia d’aquests microorganismes. Per contral, van demostrar que si aquest
creixement es produia en condicions anaerobiques o amb nivells reduits de glucosa o
ferro, és a dir, amb factors diferents de I'estat fisioldgic, aquesta resisténcia si que es

veia augmentada (141,142).

També és rellevant destacar que s’esta donant cada cop més importancia a les
superficies on s’adhereixen els microorganismes i es desenvolupen els biofiims, ja que
alguns autors com Baillie et al. (66) van demostrar que soques C. albicans productores
de biofilms i formades sobre catéters de polivinil de diferents proveidors, tot i ser del
mateix material, mostraven diferéncies significatives respecte la sensibilitat a
'amfotericina B, suggerint que alguna diferéncia amb el contingut o la composici6é del
plastificant pot generar resisténcies als antimicrobians de manera diferent i, aquesta
també pot sorgir com a consequéncia d’'una expressié genética molt especifica i induida

per la superficie on s’adhereixen els microorganismes.

Amb aquests mecanismes de resisténcia i, depenent de I'estat de maduracié del biofilm,
s’ha vist que I'amfotericina B pot ser fins a 8 vegades més resistent en els
microorganismes creixent en biopel-licules que les homologues planctoniques
(143). Contrariament als mecanismes de resisténcia descrits en Candida spp., per a
'amfotericina B no hi ha estudis sobre la resisténcia de les formulacions lipidiques

d’aquest farmac.

49



Il. Introduccio

2.1.3.1.3. Resisténcia a les equinocandines

Existeixen diversos estudis a favor de I'is de les equinocandines com a tractament
conservador per a l'eradicacid6 de Candida spp. creixent en biopel-licules, ja que
disposen d’una alta eficacia anti-biofilm independentment de l'estadi de maduresa
d’aquest (144). Les equinocandines (caspofungina, micafungina i anidulafungina)
actuen inhibint la sintesi del (1,3)-R-D-gluca, component essencial de la paret cel-lular.
Els mecanismes de resisténcia de la Candida spp. al créixer en biopel-licules i enfront
les equinocandines han sigut poc estudiats. Hi ha autors que recolzen la idea que la
composicio de la MEC genera resisténcia a aquesta familia d’antifungics (133), tant pel
contingut de DNA extracel-lular de la MEC com pel (1,3)-B-D-gluca. Tanmateix, en
comparacié amb els altres antifungics disponibles, aquestes tenen meés activitat davant
d’aquests microorganismes, ja que al inhibir la sintesis del (1,3)-B-D-gluca, possiblement
es perjudica la composicio de la matriu en si (72).

La inhibicié del (1,3)-R-D-gluca a causa de I'exposicio de les equinocandines, genera un
estres cel-lular que indueix una varietat de mecanismes de proteccié pels
microorganismes. Aquesta resposta adaptativa genera una subpoblacié de ceél-lules
persistents que eleva les concentracions minimes inhibitories de les equinocandines
(145). De la mateixa manera, alguns articles han demostrat un efecte paradoxal in vitro,
especialment de caspofungina i micafungina, quan aquestes s’utilitzen a altes
concentracions (144,146,147) produit per l'increment de la quitina de la paret cel-lular
com a resultat a una resposta d’estrés causada per I'antifungic (148). Per contra,
'anidulafungina és I'equinocandina que menor efecte paradoxal ha demostrat fins al
moment (149). Comparades amb les cél-lules planctoniques, les ceél-lules creixent

en biopel-licules sén de 2 a 20 vegades més resistents a les equinocandines (133).
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2.1.3.2. Mecanismes de resistéencia d’ECN d’estafilococs que creixen
formant biopel-licules

A causa de la seva predisposicio a la formacio de biofilms en els dispositius i, I'increment
demostrat de les concentracions minimes inhibitories dels “antibidtics vells”, fa que
aquestes soques, associades a la formacié de biopel-licules, siguin de 10 a 1000
vegades més resistents als antibiotics que les homologues planctoniques (84),
essent necessari estudiar nous antibiotics per tractar aquest tipus d’infeccions (150).
Aixi doncs, la resisténcia als microorganismes de les ECN d’estafilococs creixent en
biopel-licules és complexa i amb multiples factors involucrats com fenotips dependents

de soca, modificacioé del contingut en els lipids i les proteines de I'envolta cel-lular (151).

2.1.3.2.1. Resisténcia a la vancomicina

Actualment, la vancomicina és el farmac d’eleccidé pel tractament de les infeccions
causades per ECN d’estafilococs resistents a la meticil-lina. El seu mecanisme d’accio
consisteix en impedir la formacié d’enllagos creuats (cross-linking) entre els aminoacids
del peptidglica i la seva uni6é als precursors (D-Ala-D-Ala) de la paret cel-lular dels
bacteris, inhibint la sintesi d’aquestes. El resultat final és una alteracié de la permeabilitat
de la paret cel-lular dels bacteris que els fa incompatibles amb la vida. Pel que fa
referéncia a la seva resisténcia, s’ha demostrat que esta estretament lligada amb la
composicié de la MEC i I'alta densitat cel-lular.

S’ha demostrat que, possiblement, els components de la MEC ocasionen el segrest
d’antibidtics com la vancomicina a causa del seu alt pes molecular (1.450 daltons),
disminuint la penetracio d’aquests a través dels microorganismes productors de biofilms
(152), la qual cosa comporta una reduccio de la seva exposicid a aquests bacteris i, en
consequeéncia, una disminucié aparent de l'eficacia antibiotica (84,153—155). Amb els
diferents estudis publicats sobre el tema, s’ha suggerit que els glicopéptids, com la
vancomicina, poden no ser l'antibiotic optim per a tractar infeccions produides per

biopel-licules (152).
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2.1.3.2.2. Resisténcia a la daptomicina

La incorporacio de la daptomicina en els ultims anys ha suposat un replantejament a la
cerca d’'una nova i millor antibioterapia per aquestes infeccions de dificil tractament. El
seu mecanisme d’accid consisteix en la seva uni6 (en preséncia de calci) a les
membranes de les cél-lules, tant en fase de creixement com en estacionaria, causant
una despolaritzacié i conduint a una rapida inhibicio de la sintesi de proteines, ADN i
acid ribonucleic (ARN), resultant la lisis de la cél-lula bacteriana (156,157). Tot i que la
daptomicina presenta un pes molecular més alt que la vancomicina (1.619 versus 1.450
daltons, respectivament), fet que ens fa pensar que aquesta podria presentar més
dificultat per penetrar a l'interior de la biopel-licula, s’ha demostrat just el contrari, que la
difusié de l'antibiotic cap a l'interior de biopel-licula dels ECN d’estafilococs és molt
millor, fet que podria ser degut a les propietats fisicoquimiques de la MEC. Alguns
treballs han intentat correlacionar aquest fet mitjangant estudis sobre la hidrofobicitat o
la carrega dels antibiotics, perd aquests fets no han pogut ser demostrats (152).
Tanmateix, si que s’ha descrit que els acids grassos Cio, que formen part de la
daptomicina, ajuden a la penetracié d’aquest antibidtic a les capes més profundes dels
biofilms madurs (158,159). A causa del seu mecanisme d’accio en tres punts diferents
al de la resta dels antibiotics, s’ha vist dificultada, pel moment, I'aparici6 de resisténcies.
Per aquest motiu, la daptomicina pot resultar una opcié valida en el tractament de les
infeccions causades per grampositius, sobretot, quan s’associen a infeccions de les

soques creixent en biopel-licules.
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3. Tractament
3.1  Tractament de les infeccions relacionades als LTCVC

Per a determinar l'accid terapéutica a utilitzar en un pacient amb una infeccid
relacionada amb un LTCVC, s’han de tenir en compte diversos factors com: la situacié
clinica del pacient, la preséncia de signes locals d’infeccid, la necessitat del LTCVC, el
tipus de catéter, si hi ha disponibles altres accessos venosos alternatius, si és portador
d’alguna protesi, el microorganisme causal i d’altres factors menys rellevants (13).

Davant la sospita d’una infeccié relacionada amb un LTCVC, les guies de I'Infectious
Diseases Society of America (IDSA) (13), recomanen, com a prioritari, I'inici de terapia
empirica sistémica i la retirada immediata del mateix (13,160), amb 'objectiu d’obtenir
una millora clinica del pacient, al retirar el focus d’infeccio (20). El principal risc que pot
comportar la no retirada del LTCVC, és una major frequéncia de bacteriemia recurrent i

possibles infeccions metastatiques (13)(37).

No obstant, les recomanacions de la retirada del LTCVC no sempre s’adapten a les
necessitats dels pacients, ja que en alguns casos aquesta opcié no €s possible, ja sigui
per la seva dificultat d’insercid, el cost i/o les males condicions del pacient, determinant
que la seva retirada sigui altament indesitjable. Més concretament, en pacients amb
trombopénia greu amb risc de sagnat, amb dificultat i risc de trobar altres accessos
vasculars, amb necessitat de preservar altres accessos vitals pel pacient, amb
necessitat de nutricié parenteral a llarg termini causada pels pacients amb sindrome de
l'intesti curt o sindrome de malabsorcio, o quan la situacié del pacient és critica o amb
curta esperanca de vida (26). En pediatria també és freqUent la necessitat de mantenir
el LTCVC davant la dificultat de canalitzacié d’'una nova via (a causa del diametre dels
accessos vasculars) i amb I'objectiu de preservar-los pel futur en cas de pacients cronics
(161). D’altra banda, tot i que retirar un LTCVC sol ser un procediment quirurgic senzill,
s’ha descrit que en el 16% dels casos es produeix certa dificultat (162), essent finalment

impossible en un 2% dels pacients (163,164).
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S’ha demostrat que només en un 14-25% dels LTCVC que es retiren per sospita
d’infeccid, aquesta s’acaba confirmant (165,166). Per tant, és necessari assegurar al
maxim el diagnostic d’infeccid relacionat amb el LTCVC abans d'una retirada
innecessaria i, s’ha de sospesar el risc/benefici que aixd comportaria, ja que la retirada
i la necessitat de la insercié d’'un nou dispositiu podria plantejar notables dificultats, a
part del seu cost econdmic associat (167,168).

Aixi doncs, pel maneig d’infeccions relacionades amb els LTCVC s’ha de tenir en
consideracio tres aspectes basics: (i) si la infeccié és local (porta d’entrada del dispositiu)
o sistémica (hemocultius positius), (ii) si €s una infeccié complicada o no i (iii) I'etiologia

microbiana (Figura 4).

Pacient portador d’'un LTCVC amb
presencia de bacteriemia o fungémia

Retirada del cateter
+
——— COMPLICADA —» terapia antibiotica
sistémica
(durada segons la
complicacid)

v
NO COMPLICADA
(La infecci6 relacionada amb el CVC es
resol a les primeres 72 hores, sense
evidencia d'endocarditis, tromboflebitis
purulenta, sense neoplasia o

immunospuressid)
l |
ECN Staphylococcus - ; .
dlostaniococs i S Bacils gramnegatius Candida spp.
ALT Retirada del Retirada del Retirada del
+ catéter catéter catéter
tractament + + +
sistémic 10-14 tractament sistemic tractament sistémic tractament
dies* 4-6 setmanes* 7-14 dies* sistémic 14 dies*
ALT en casos ALT durant 10-14 ALT en casos
excepcionals dies* excepcionals

Figura 4. Maneig de pacient amb infecci6 relacionada a catéter vends central de llarga
durada. *hemocultiu recomanat cada 72 hores des de l'inici del tractament conservador. Quan
el resultat sigui positiu, el catéter s’haura de retirar. LTCVC, long-term central venous catheter,
ECN, especie coagulasa negativa; ALT, antimicrobial lock technique. Imatge modificada de:

Mermel LA et al. 2009. Clinical Infectious Diseases (13).

54



Il. Introduccio

3.1.1. Estratégia de retirada del catéter
Quan un pacient presenti infeccions complicades, sempre s’ha de procedir a la retirada
del LTCVC, independentment de l'etiologia del microorganisme, ja sigui en el cas
d’infeccié local: preséncia d’abscés a I'extrem distal (reservoritis) o al llarg del trajecte
subcutani (tunelitis), com en el cas d’infeccio sistemica complicada: persisténcia de la
febre 0 hemocultius positius a les 72 hores després de l'inici del tractament empiric, xoc
septic, tromboflebitis o infeccions metastatiques (embolismes a distancia, endocarditis,
osteomielitis, etc.). En aquests casos, després de la retirada del LTCVC s’ha
d’administrar tractament antimicrobia durant 4-6 setmanes i fins a 8 en el cas de sospita

d’osteomielitis (13,25,37).

Tot i que es decidis no retirar de manera immediata el catéter, un cop coneguts els
resultats dels primers hemocultius, en cas de que hi hagi persisténcia de la bacteriémia
o fungémia després de les 72 hores del tractament antimicrobia apropiat, o que aquesta
sigui causada per microorganismes associats a una taxa elevada de complicacions o
sépsies greus (S. aureus o Candida spp.) (169,170), també esta recomanada la seva
retirada (1,13). No obstant, si la etiologia és deguda a un d’aquests microorganismes,
es pot valorar realitzar el segellat del catéter, en cas de que la retirada no sigui possible
pels fets comentats anteriorment (no disponibilitat d’un altre accés vascular,
coagulopaties, necessitat d’hemodialisi, etc.). En el cas dels bacils gramnegatius, tot i
que el percentatge d’eficacia d’'una terapia conservadora en cas de que no hi hagi
complicacions, és del 87-95% (171-173), en casos d’infeccié per microorganismes com
P. aeruginosa, les guies recomanen la retirada del dispositiu i tractament durant 7-14
dies (13). Tanmateix, en un estudi prospectiu observacional realitzat per Funalleras et
al. (172), van demostrar el 95% de curacié de 15 casos d’infeccié del LTCVC per P.

aeruginosa.
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3.1.2. Estratégia conservadora del catéter
Segons les guies IDSA del 2009 (13), en els casos de bacteriémia relacionada al LTCVC
sense complicacions sistémiques ni signes greus d’infeccié en el punt d’insercid i, en
pacients amb estabilitat hemodinamica, es podria considerar el tractament conservador
mitjangant la técnica del segellat antimicrobia associat a un tractament sistémic.
L’estratégia de tractament alternatiu per a I'esterilitzacio del catéter sense necessitat de
retirar-lo es podria aplicar en infeccions de LTCVC causades per qualsevol
microorganisme sempre i quan es disposi d'un farmac bactericida o fungicida apropiat.
Tot i que en S. aureus i Candida spp., les guies recomanen que I'Us del tractament
conservador només hauria de ser aplicat en condicions excepcionals en que la retirada

del dispositiu no fos possible i la utilitzacio del catéter resultés essencial (13,25).

De totes maneres, sempre que s’intenti tractament conservador, s’ha de considerar cada
cas de manera individualitzada (situacio del pacient i microorganisme aillat) i, un cop
iniciat el tractament, fer sempre una re-avaluacio a les 72 hores des de l'inici. En cas de
que els hemocultius de sang periferica a les 72 hores segueixin essent positius, el

cateter s’haura de retirar.

3.2. Tractament utilitzant la tecnica de I’antimicrobial lock
El concepte del segellat antimicrobia (ALT de I'anglés antimicrobial lock technique)
consisteix en instil-lar altes concentracions d’antimicrobians a la llum del catéter durant
un cert periode de temps fins a assolir I'esterilitzacié/curacié d’aquest. El proposit
d’aquesta técnica és poder evitar la retirada del LTCVC i, d’aquesta manera disminuir el
risc, temps i cost associat amb aquesta i amb la reinsercidé d’'un nou dispositiu (25).
Tanmateix, proporciona avantatges com la reduccio de la toxicitat i efectes adversos del
tractament, una major eficacia davant microorganismes creixent en biopel-licules, una
menor seleccié de microorganismes resistents i, finalment, el fet que es pot administrar

el tractament de manera ambulatoria (25,174).
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S’ha de tenir present que la terapia local del catéter utilitzant I'ALT, s’ha de realitzar en

combinacié amb un tractament antimicrobia sistemic (13,25).

Els antimicrobians haurien de ser administrats a concentracions de 100 a 1000 vegades
més elevades que la concentracié minima inhibitoria, i amb un volum total de la solucio
que ompli tota la llum del catéter (generalment 2-5 mL) (119).

Tot i que la durada optima del tractament del segellat encara no ha estat del tot
establerta, en els estudis publicats fins al moment i les guies IDSA del 2009, recomanen
que sigui durant 10-14 dies segons el microorganisme a tractar, amb recanvis de la
soluci6 del segellat cada 12-24 hores; depenent de la necessitat de I'accés vascular
(13,25,175). En el cas de que la permanéncia diaria del segellat hagi de ser menor a 12
hores, alguns experts recomanen utilitzar antimicrobians d’activitat concentracio-
depenent. Tanmateix, s’ha demostrat que el recanvi cada 48-72 hores també és segur

(172).

A part de la necessitat de I'is d’antimicrobians que penetrin als biofilms i arribin a altes
concentracions in situ, un altre factor determinant de I'eficacia del tractament és
I'estabilitat de les solucions antimicrobianes utilitzades, ja que per evitar la trombosi del
catéter, és necessari barrejar aquestes amb un anticoagulant (habitualment amb 10-100
Unitats Internacionals (Ul) d’heparina) (13,176,177). Diversos treballs in vitro han
demostrat la compatibilitat i estabilitat de diferents antibidtics (vancomicina, daptomicina,
teicoplanina, varis betalactamics i aminoglucdsids) conjuntament amb solucions
d’heparina de l'ordre de 100 fins a 5.000 Ul/mL, essent actius un minim de tres dies a
37°C (178-182). Pel que fa referencia als antifungics, I'estabilitat i compatibilitat de
'heparina amb aquests antimicrobians no ha sigut extensament estudiada (183).
Fluconazol és l'inic azol del que s’ha obtingut informacié i no se n’han reportat
incompatibilitats durant 24 hores (183). L’amfotericina B ha demostrat ser compatible

amb heparina a concentracions de 5.000 Ul/mL durant 72 hores (183). Pel que fa
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referéncia a les equinocandines, hi ha pocs estudis al respecte i aquests es centren més
amb la caspofungina i la micafungina. S’ha reportat que la caspofungina pot precipitar
en concentracions d’heparina de 100 Ul/mL (mostrant precipitats en només 4 hores)
(183,184). Tot i aix0, estudis clinics que s’han realitzat de caspofungina amb
concentracions de 200 Ul/mL d’heparina no han mostrat incompatibilitats (185,186).
D’altra banda, s’ha demostrat que la micafungina és fisicament estable durant 24 hores

a 37°C (183).

Finalment, la bibliografia al respecte posa de manifest que les taxes d’éxit relatives a la
conservacio del catéter origen de la infeccid son variables i poden dependre, d’entre
altres factors, del tipus de microorganisme implicat i de la terapia aplicada (187). Per
tant, s’han de tenir molt presents les caracteristiques antimicrobianes del tractament
escollit pel segellat del catéter, ja que una acci6 rapida i una alta penetracio al biofilm

son claus per a I'eradicacio dels microorganismes.

En aquesta tesi doctoral es presenten els resultats obtinguts en ALT en infeccions
produies per diferents espécies de Candida i per S. epidermidis. Per aquest motiu,
a continuacié s’explicara detalladament quina és la terapia actual d’ALT més

recomanada per aquests dos tipus de microorganismes.

3.21. Antibioterapia ALT de les infeccions relacionades amb els catéters
produides per Candida spp.

De forma general, en les infeccions per Candida spp. esta indicada la retirada del

dispositiu i tractament sistémic durant 14 dies (després del primer hemocultiu negatiu)

sempre que sigui possible, ja que mitjancant la técnica del segellat del catéter la

incidéncia de complicacions és major si es decideix una actitud conservadora (13,188).

No obstant, alguns autors han descrit que l'eficacia d’aquesta practica no ha pogut ser

demostrada en alguns subgrups de pacients (189,190) i que, quan el risc de
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reemplagament és major que el benefici, seria util disposar d’un antifungic capag

d’eradicar el biofilm del dispositiu sense necessitat de retirar-lo (191).

Tot i que encara no s’ha establert quina és la terapia optima per I'ALT en infeccions per
Candida spp. i estudis antics amb antifungics tradicionals no obtinguessin bons
resultats, treballs més recents han demostrat que les formulacions lipidiques
d’amfotericina B, les equinocandines i l'etanol semblen ser les estratégies més
prometedores (72,119,147,192-194). Hi ha estudis clinics que demostren una bona
eficacia, amb una curta durada hospitalaria i baixa mortalitat, quan les infeccions
relacionades amb els catéters per C. albicans s’han tractat amb equinocandines o
amfotericina B liposomal (LAmMB) (195). Tot i aixi, no tots els pacients responen igual als
tractaments (pel nivell de formacié del biofilm, perqué segons la composicié de la MEC
de cada soca aquestes responen diferent als antifungics, etc.) i, per tant, sén necessaris
més estudis per maximitzar I'activitat antifingica davant de soques de Candida spp. i

poder millorar el seu pronostic.

3.2.1.1. Segellat amb azols
Com s’ha comentat anteriorment, els estudis disponibles sobre el tema suggereixen que
els tractaments del segellat amb azols no sén eficagos en [I'eradicacio dels
microorganismes que creixen formant biopel-licules de les diferents espécies de
Candida. S’han realitzat diversos estudis per avaluar l'efecte de diferents azols
(fluconazol, intraconazol i voriconazol) en soques de C. albicans amb la formacio de
biofilms madurs i desenvolupades sobre diferents tipus de substrats, ja sigui en
superficies de poliestiré, catéters de silicona, etc (196,197). Tot i utilitzar altes
concentracions d’aquests farmacs i una durada del segellat prolongada (24 hores) amb
repeticions durant 7 dies, no va ser possible I'eradicacié total del microorganisme en els
catéters (197) i, en la majoria dels casos no van ser capagos d’inhibir més del 40% dels

microorganismes en les diferents fases de maduracié (59,72,143,196,198-202).
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Tanmateix, aquests farmacs han sigut testats en nombroses soques d’espécies
diferents a C. albicans productores de biofilms (C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
i C. krusei) i, I'eficacia obtinguda ha sigut la mateixa.

Els estudis in vivo que hi ha sobre el tema sén consistents amb els resultats in vitro i, a
causa del fracas terapéutic en la majoria d’aquests (203), no hi ha evidéncies cliniques

que permetin utilitzar la técnica del segellat del catéter amb azols.

3.2.1.2. Segellat amb amfotericina B
La majoria dels estudis actuals sobre I'eficacia d’amfotericina B (AmB) en ALT es basen
en resultats de AmB deoxicolat (dJAmB) i formulacions lipidiques d’amfotericina B, com
complexos lipidics d’amfotericina B (ABLC) i LAmB (198). Diferents estudis han
comparat I'eficacia de solucions amb azols o amb dAmB. En ells es va demostrar que,
a diferéncia dels azols, al cinqué dia de tractament la dAmB era capag d’eradicar biofilms
madurs (5 dies) de C. albicans i C. parapsilosis (197). Tot i aquests resultats
prometedors, Fiori et al. (196) van realitzar el mateix tipus d’estudis amb un gran nombre
de soques de Candida de diferents espécies creixent sobre silicona, entre elles C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata i C. krusei i van demostrar que, tot i
I'eficacia demostrada anti-biofilm d’aquest tractament, I'activitat de la dAmB era limitada
i depenent de soca. Arrel d’aquests resultats, es va comencar a comparar I'eficacia de
la dAmB amb les formulacions lipidiques, com ABLC, en que es va demostrar una
eficacia major d’ aquestes ultimes davant soques de C. albicans i C. parapsilosis (72).
Posteriorment, diferents autors es van focalitzar en altres formulacions com la LAmB;
demostrant una major eficacia eradicant soques de C. albicans i C. glabrata creixent en
biopel-licules d’'una manera dosi-depenent i en un menor temps d’exposicié a aquest
farmac (< 4 hores), ja que penetrava més facilment en els microorganismes de dins la
biopel-licula (201,204,205). Pel que fa referéncia a altres soques de Candida, s’ha pogut
observar que l'efecte de la LAmB sobre C. parapsilosis presenta una eficacia més

limitada (194).
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Els models animals realitzats sobre el tema, han estudiat el segellat antifungic en soques
de C. albicans. Shuford et al. (206) van realitzar un estudi comparador entre la dAmB i
la caspofungina en C. albicans i van demostrar que, als 7 dies de tractament, la
caspofungina era més efica¢ en lI'eradicacié d’aquests microorganismes. En un altre
model on s'utilitzava ’ABLC com a tractament pel segellat del catéter en una soca de C.
albicans (207), es va reportar eradicacio de la colonitzacio en el 100% dels cateters
tractats durant 7 dies. Finalment, un estudi va demostrar que utilitzant la LAmB, en
periodes més curts de segellat (8 hores) durant 7 dies, era suficients per esterilitzar els

catéters infectats amb C. albicans (203).

La majoria de les evidéncies cliniques de I'ALT sobre amfotericina B son amb les
formulacions dAmB i LAmMB. Pel que fa referéncia a la dAmB, aquest s’ha utilitzat a una
concentracié de 2,5 i 5 mg/mL i en infeccions causades per soques de C. albicans, C.
glabrata i un cas de C. parapsilosis. En els pacients amb infeccions al catéter per C.
albicans i C. parapsilosis, hi va haver una curacio de tots els pacients als 3, 4 i 6 dies de
segellat (208—-210). Per contra, en les infeccions causades per C. glabrata, la taxa de
curacié va ser inferior, amb recurrencies en el 50% casos reportats (209,211). Pel que
fa referéncia a la LAmB utilitzada pel segellat en clinica, s’han realitzat terapies d’ALT
en alguns pacients tractats amb dosis de 2,67 mg/mL i aquesta ha tingut un éxit de 7/8
pacients en soques de C. parapsilosis, C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis i C.
guillermondii (193,212). Tanmateix, un estudi pilot realitzat amb pacients pediatrics i
utilitzant la LAmB a dosi de 2 mg/mL com a ALT, va demostrar inicialment una curacio
del catéter del 77% entre 1 i 5 dies de tractament. Tot i que I'eficacia total no va poder
per diferents motius (5 de 13). Per tant, tot i que son resultats prometedors, sén

insuficients per concloure que la LAmB com a ALT és efectiu (191).
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En resum, els estudis in vitro i in vivo disponibles suggereixen una millor activitat de la
LAmMB com a ALT respecte a la formulacié de dAmB i, reporten que la LAMB pot ajudar
significativament a reduir els biofilms madurs de Candida spp. tot i que en alguns casos
no siguin capacgos de la seva completa eradicacié. Els diferents autors remarquen la
importancia del substrat, la duracio del segellat, 'espécie de Candida i 'edat del biofilm

(198). Tanmateix, els estudis realitzats sobre el tema encara son insuficients.

3.2.1.3. Segellat amb equinocandines

Existeixen diversos estudis a favor de I'is de les equinocandines com a ALT per a
I'eradicacié Candida spp. creixent en biopel-licules, ja que demostren una alta eficacia
independentment de 'estadi de maduracié d’aquests (144). Les propietats anti-biofilm
de les equinocandines es va veure rapidamenat utilitzant baixes concentracions
d’aquestes (72,213).

La majoria dels estudis in vitro reportats sobre les equinocandines van ser utilitzant
caspofungina i micafungina, i van demostrar tenir una alta eficacia enfront els biofilms
de C. albicansi C. glabrata, i no tanta davant C. parapsilosisi C. tropicalis (144,147,214).
Tanmateix, es va demostrar que la micafungina presentava una eficacia
significativament major tant en biofilms joves com madurs de C. glabrata, en canvi,
aquesta diferéncia no era tan evident en els biofilms de C. albicans. Com s’ha comentat
anteriorment, Oncli et al. (197) van estudiar I'eficacia de la dJAmB comparada amb
caspofungina sobre biofilms madurs de C. albicans i C. parapsilosis i van demostrar una
completa esterilitzacié al cinqué dia de tractament. Només hi ha un estudi que compari
I'eficacia de les tres equinocandines (caspofungina, micafungina i anidulafungina) i la
LAmB en ALT durant 24 hores de tractament en soques de C. lusitaniae i C.
guilliermondii (205). En els seus resultats descriuen una eficacia del 100% amb
caspofungina respecte micafungina, anidulafungina i LAmMB. Per contra, Fiori et al. (196),
van comparar anidulafungina amb caspofungina en soques cliniques de Candida spp.,

formadores de biopel-licules, i van demostrar que, davant de C. albicans, C. tropicalis,
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C. glabrata i C. krusei creixent en biofiims, anidulafungina era més eficag que
caspofungina, essent clarament I'equinocandina més eficag sobre soques de C. glabrata
(196). Aixi doncs, pel que fa referéncia als estudis in vitro, s’ha demostrat una clara
evidéncia sobre l'eficacia de les equinocandines sobre superficies de silicona i poliestiré

i, s’ha vist que aquesta depén molt de la soca de Candida estudiada.

En els models animals reportats sobre el tema, un model d’infeccié de cateter en ratoli
va estudiar I'eficacia de caspofungina pel tractament de C. albicans, i va observar que
el segellat durant 24 hores va eradicar el microorganisme en un 66,7% dels catéters
(4/6) (215). En un altre model d’infeccio realitzat amb conills en C. albicans i, utilitzant
un major nimero de mostres (16 catéters per grup), Shuford et al. (206), van demostrar
una eradicacié del 100% en els animals tractats amb caspofungina després de 7 dies

de segellat.

Existeixen unicament dues evidéncies cliniques amb ['Us de caspofungina pel
tractament amb ALT. En un dels casos, caspofungina a 3,33 mg/mL va ser capag
d’eradicar el catéter infectat amb C. lipolytica amb 4 dies d’ALT (185). Contrariament,
en un pacient amb infeccé per C. parapsilosis no va respondre al tractament després de
7 dies I’ALT a la mateixa concentracio de caspofungina (186).

Per tant, no hi ha evidéncies de I’Gis d’anidulafungina per ALT ni en models animals
ni en casos clinics d’infeccions relacionades amb el catéter produides per

Candida spp.

Finalment, els resultats obtinguts dels diferents estudis suggereixen que Candida spp.
possiblement tingui un efecte dependent d’espécie i, per tant, s’hagi d’estudiar la terapia
d’ALT per cada espécie en concret, fet que pot ser crucial per I'éxit d’aquest tipus de

terapia conservadora.
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3.2.2. Antibioterapia ALT de les infeccions relacionades amb els catéters
produides per ECN d’estafilococs

Les ECN d’estafilococs son els microorganismes causals més freqlents de les
infeccions relacionades amb els catéters, essent S. epidermidis el més prevalent.
El tractament indicat per I'IDSA, si es retira el catéter, és d’antibioterapia sistémica
durant 5 a 7 dies i, si aguest es manté, terapia ALT i antibiotics sistémics durant 10-14
dies (13). En cas de que es decideixi conservar el catéter i realitzar ALT, si el tractament
fracassa o hi ha recurréncia, aquest s’hauria de retirar (171,173,216). El tractament més
utilitzat en la conservacio del catéter en soques ECN d’estafilococs resistents a la
meticil-lina és vancomicina, tant sistemica com per ALT (173,217,218), tot i aixi, les
recidives produides en aquest tractament sén del 20%, motiu pel qual considerem
que és necessari explorar noves alternatives terapéutiques. Avui en dia, alguns dels
tractaments proposats per I'ALT utilitzen antibidtics amb una alta activitat anti-biofilm,
com la daptomicina i la rifampicina. Tanmateix, aquesta ultima s’ha demostrat que pot
produir interaccions amb els anticoagulants, com I'’heparina, motiu pel qual s’ha hagut

de limitar el seu us com a tractament d’ALT (219).

3.2.2.1. Segellat amb vancomicina
Hi ha controvérsies sobre I'eficacia de la vancomicina en l'eradicacio dels biofilms
(220,221), i aquests resultats estan basats en la seva penetracio limitada a través de la
matriu dels biofilms. Contrariament a altres farmacs, aquesta es difon més lentament a
les capes més profundes del biofilm i, per tant, els bacteris dins d’aquest mostren una
sensibilitat reduida a causa d’'una menor exposicio a I'antibidtic (222). Alguns autors han
demostrat que, a causa de l'eficacia moderada d’aquest farmac en front als
microorganismes creixent en biopel-licules, no s’aconsegueix I'eradicacio fins a 5 dies

després de la seva exposicio (223,224).
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Hi ha pocs estudis sobre models in vivo d’infeccié relacionada amb el catéter per ECN
d’estafilococs. Aybar et al. (225) van demostrar, en un model de CVC en conill que, tot i
que tigeciclina i vancomicina van ser eficagos per tractar BRCVC causades per ECN
d’estafilococs, l'eficacia de la tigeciclina va ser significativament major que la de la
vancomicina. En un altre model d’infeccié en conill, es va demostrar que, tot i que la
vancomicina sola mostrava una eficacia limitada, quan aquesta es co-administrava amb
un agent que promovia la permeabilitat del biofilm (ambroxol), aquesta es millorava de
manera significativa la seva accio (226). Altres estudis sobre el tema estan més centrats
en soques de S. aureus i, també conclouen que el segellat amb vancomicina no és eficag
per eradicar aquest tipus d’infeccions productores de biofilms (227-229). Aixi doncs,
s’ha demostrat que la vancomicina té una eficacia limitada a causa de la dificultat per
penetrar dins les biopel-licules dels estafilococs, i que és necessari utilitzar-la amb
combinacié amb altres agents o utilitzar altres terapies per tal d’aconseguir una bona

eradicacié d’aquests microorganismes creixent en biopel-licules.

En clinica, tot i que vancomicina segueix essent el tractament d’eleccié per soques
resistents a meticil-lina, hi ha un augment dels articles reportant fracassos terapéutics
en poblacié adulta, especialment en els casos de soques amb elevades concentracions
minimes inhibitories a vancomicina (230). En comparacié amb altres tractaments, la
vancomicina presenta una eficacia temps-depenent, el que fa necessaria una alta
concentracié de manteniment durant extensos periodes de temps per tal de maximitzar

I'eficacia bactericida i la penetracié d’aquesta dins del biofilm (231).

3.2.2.2. Segellat amb daptomicina
La irrupcié de la daptomicina als ultims anys ha suposat un replantejament a la recerca
d’una nova i millor antibioterapia per aquestes infeccions de dificil tractament. Existeixen
diversos estudis a favor de I'is de la daptomicina com a ALT per a l'eradicacié dels

biofilms d’estafilococs i altres grampositius, ja que s’ha demostrat una alta eficacia
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bactericida, tant in vitro com in vivo de manera dosi-depenent, a causa de la seva
penetracié uniforme i de manera rapida als biofilms, ocasionant la mort cel-lular
bacteriana en menys d’una hora després de I'exposici6 al farmac (157,158,232-235). Hi
ha diversos estudis comparant I'eficacia dels diferents antibiotics utilitzats en infeccions
produides per estafilococs i en ells s’ha demostrat que la daptomicina actua més
rapidament que la minociclina, la tigeciclina, el linezolid, la vancomicina i la rifampicina
en bacteris creixent en biofilms (224,236). Cerca et al. (237), van demostrar que els
antibidtics que actuen a la paret cel-lular (com alguns dels esmentats anteriorment),
independentment de la mida de la molécula, tenen una activitat reduida als
microorganismes que creixen en biofilms; a diferéncia dels antibidtics en que la seva
diana d’acci6 és 'ARN o la sintesi de proteines. Resumidament, tot i que els estudis in
vitro comparadors entre 'eficacia de la daptomicina versus la vancomicina en el segellat
de catéter és limitada, la majoria d’aquests estudis estan a favor de I'is de la
daptomicina, a causa de la seva rapida activitat anti-biofilm. Un model in vivo d’infeccio
en rata, va estudiar I'eficacia de la daptomicina pel tractament d’ALT en la infeccid
relacionada al catéter i va demostrar que amb només una dosis d’ALT de 30 minuts ja
s’obtenia eradicacido en els catéters, cosa que demostrava una rapida penetracio

d’aquesta a través del biofilm (232).

Segons el nostre coneixement, només hi ha tres evidéncies cliniques que descriuen
l'activitat de la daptomicina com a ALT associada amb tractament sistémic causades
per ECN d’estafilococs. Del Pozo et al. (182) i Tatarelli et al. (238) van descriure una
eficacia de curaci6 del 82 i 75%, respectivament, als 13 -14 dies de tractament ALT amb
daptomicina a 5 mg/mL. Més recentment, Vassallo et al. (219) van demostrar eficacia
en un 76% dels pacients utilitzant segellat amb daptomicina 5 mg/mL durant periodes
curts de tractament (segellats de 18 hores) amb ALT durant 3 dies.

Aixi doncs, la daptomicina sembla ser un antibiotic prometedor per I'is d’ALT, a

causa del seu potent efecte en soques d’ECN d’estafilococs resistents a la
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meticil-lina involucrats en la formacié de biofilm (20,222). S’ha hipotetitzat que la
taxa de recurréncies en els casos en que s’utilitzi daptomicina serien inferiors en
comparacié amb els tractaments actualment utilitzats, ja que s’ha demostrat que té
la propietat de disgregar el biofilm en totes les seves fases de formacié (239). Tanmateix,
I'estratégia conservadora utilitzant daptomicina per ALT podria tenir beneficis potencials
pel que refereix a un rapid accés del catéter o per reduir I'estancia hospitalaria i, per

tant, millorant la qualitat de vida del pacient.

3.2.3. Segellat amb etanol
En els ultims anys s’ha proposat el segellat del catéter amb etanol com a terapia
alternativa davant diferents microorganismes (240-247). Tot i que alguns autors han
estudiat la seva eficacia i s’han obtingut resultats prometedors, despertant un
entusiasme especial per seguir estudiant en aquest cami, la utilitzacié d’etanol com a
ALT s’ha relacionat amb diversos efectes adversos associats. D’entre els quals es
destaquen: (i) canvis en la integritat del catéter, com per exemple divisions o fissures
del mateix, sobre tot si aquest és de poliureta, i en menor mesura de silicona (248—-250);
(i) incidencia d’efectes secundaris sistémics, com alteracions al fetge (elevacié de les
transaminases), increment del risc d’hemolisi dels eritrocits ja que, d’'una manera dosi-
depenent, I'etanol modifica la forma i la fluidesa d’aquests (251,252); (iii) estimulacio de
la formacié de S. aureus o S. epidermidis productors de biofilms, aixi com l'increment
de I'expressio de factors de resisténcia (253,254); (iv) interaccié amb altres medicacions
administrades a través del catéter posteriors a 'ALT amb etanol (255); (v) recurréncia
en el 12% dels casos (243) i, finalment; (vi) obstruccié del catéter a causa del contacte

amb el plasma, ja que no presenta propietats anticoagulants (256).

4. Models d’infeccio experimental
Actualment hi ha diferents models experimentals pels estudis de sensibilitat

antimicrobiana pels microorganismes creixent en biofiims. Tot i les limitacions que
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puguin presentar, aquests han servit per a conéixer millor les particularitats d’aquestes
infeccions, aixi com I'aproximacio terapeutica a utilitzar. S’ha de distingir entre els
models d’experimentacio in vitro, els que es duen a terme en un ambient controlat (per
exemple al laboratori), i els models in vivo, els que es realitzen directament sobre un
esser viu. El que es pretén en els models in vitro és que aquests siguin imitats el millor
possible en el model in vivo i, per tant, els resultats obtinguts puguin ser clinicament

rellevants.

4.1. Models d’estudi in vitro

Els models in vitro permeten un enorme nivell de simplificacié del sistema d’estudi,
perqué es poden estudiar diferents parametres de manera individualitzada. Aixo també
li genera la desavantatge de que els resultats no sempre son extrapolables ni solen
predir I'éxit terapéutic del que succeira en un esser viu, ja que aquests models no tenen
en compte factors ambientals, factors de I'hoste, sistema immunitari, etc. Tot i aixo,
aquests models ens permeten una primera aproximacié essent, generalment, de baix
cost, facils de manejar i reproduibles (257).

Actualment, un dels problemes addicionals a la practica clinica relacionada amb la
resisténcia dels microorganismes creixent en biopel-licules enfront als antimicrobians,
és la falta de correlacio entre els resultats de sensibilitat determinats mitjangant les guies
i els resultats clinics dels pacients que pateixen aquest tipus d’infeccions (258). Els
estandards per a la determinacio de la sensibilitat als antimicrobians (el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) a Estats Units (259) i 'European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) a Europa) (260) estan basats en
microorganismes creixent en forma planctonica i, aixd, no prediu la eficacia davant els
homolegs creixent en biopel-licules. La majoria dels models que impliquen un
creixement formant biopel-licules sén laboriosos, requereixen d’'una manipulacio
experta i I'is d’'equips especialitzats que, generalment no estan disponibles als

laboratoris de microbiologia clinica. Per tant, es requereix de manera urgent la
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necessitat d’introduir nous métodes estandarditzats, senzills i dissenyats per a mesurar
la sensibilitat antimicrobiana dels microorganismes creixent en biofiims d’'una manera

sistematica.

Dels models existents per I'estudi d’aquests microorganismes creixent en biofilms, cada
un d’ells s’enfoca en el seu camp d’aplicacié. Aquests estudien el creixement sobre
diferents substrats, ja sigui plaques de microtitulacié de poliestiré, cupons de silicona,
lamines de vidre, substrats de titani, discos acrilics, etc. Un dels problemes per avaluar
l'activitat antimicrobiana dels microorganismes creixent en biopel-licules sobre els
catéters, és la falta de models in vitro que siguin equivalents, el que explica la variabilitat
dels resultats als diversos treballs publicats.

Tanmateix, aquests models també inclouen biofilms formats en condicions estatiques o
dinamiques (59,92,261). S’ha demostrat que en els estudis realitzats in vitro, la matriu
extracel-lular produida és incrementada drasticament quan els microorganismes creixen
formant el biofilm de manera dinamica i no estatica (67). Convé destacar que dins del
sistema circulatori d’'un esser viu les condicions de flux sén elevades (condicions
dinamiques), fet que afavoreix el creixement d’aquests microorganismes desenvolupant
grans quantitats de MEC. Tot i aquest fet, s’ha demostrat que, en ambdues situacions,
la resisténcia als antimicrobians és la mateixa, sense ser rellevant la quantitat de MEC
produida (66). Aixi doncs, ja que els estudis en estatic impliquen técniques més senzilles
i menys costoses, aquest és el motiu pel qual han sigut utilitzats durant anys per a
I'estudi de la sensibilitat antibiotica dels microorganismes creixent en biofilms. Alguns

d’aquests métodes de determinacio en creixement estatic sén:

4.1.1. Determinacié de d’activitat metabolica dels microorganismes creixent
en biopel-licules
Un model ampliament utilitzat per estudiar la sensibilitat antimicrobiana dels

microorganismes creixent en biopel-licules després de I'exposicid de l'antimicrobia
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consisteix en mesurar la reduccié de la sal de tetrazol: 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulphonyl)-  5[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) (53). Es un
métode colorimetric que mesura l'activitat mitocondrial de les cél-lules, mitjangant un
compost capag de reduir-se i adquirir un color vermellds quan es transforma de sal de
tetrazol a formazan per acci6 dels enzims intramitocondrials de les cél-lules vives (50).
Es la mateixa reduccié que la ocasionada com a conseqiiéncia de I'activitat enzimatica
de les cél-lules viables dels microorganismes dins dels biofilms (67,92). Es una técnica
no invasiva i no destructiva, que requereix un post-processat minim de les mostres,
comparat amb altres técniques (53). Pel que fa referéncia als llevats, aquesta sal es
redueix per deshidrogenases mitocondrials, mentre que, en bacteris, 'XTT és reduit per
enzims de la cadena respiratoria que estan localitzades a la membrana plasmatica
(262—264).

Aixi doncs, aquest métode, que es quantifica mitjangant mesures espectrofotométriques

del color indica, de forma directa, el numero de cél-lules vives presents en els cultius.

4.1.2. Técniques mitjangant cultius quantitatius

Les técniques dels cultius quantitatius sén una eina basica a qualsevol laboratori de
microbiologia per a poder detectar i, posteriorment identificar o quantificar, els
microorganismes presents a través de sembra i incubacié en medis de cultiu artificials.
S’ha de destacar que el cultiu microbia requereix més temps que altres proves, ja que
€s necessari permetre una reproduccié suficient del microorganisme per a qué aquest
mostri evidéncies del seu creixement.

Com a técnica “gold” estandard per a I'avaluacié de la sensibilitat antimicrobiana en
microorganismes creixent en planctonic és la dilucié en caldo, ja que aporta informacié
quantitativa de [I'antimicrobia que, després de la incubaci6 d’aquest amb el
microorganisme, s’estableix com la minima concentracié on no s’observa creixement
d’aquest: anomenat concentracid minima inhibitoria (CMI). Aquesta técnica també

s’utilitza per avaluar per la sensibilitat dels antimicrobians enfront microorganismes
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creixent en biopel-licules mitjancant la determinacié de la concentraci6 minima

inhibitoria o eradicadora del biofilm (CMIB i CMEB, respectivament)(265).

4.1.3. Tecniques de viabilitat en microscopia

Les técniques d’'imatge s’han convertit en una eina indispensable per a la investigacié
de l'estructura tridimensional de la biopel-licula. Durant anys, les lents d’augment i la
microscopia optica tradicional van ser els principals métodes d’observacié. Tot i aixo,
amb les noves técniques de microscopia confocal i electronica s’ha permés un
coneixement molt més exhaustiu de les propietats i del comportament dels
microorganismes que creixen formant biopel-licules, la seva heterogeneitat espacial,
aixi com la penetracié i I'eficacia dels diferents antimicrobians (266).

El microscopi laser confocal de rastreig (CLSM de I'anglés confocal laser scanning
microscopy) és ampliament utilitzat, ja que I'equip permet realitzar talls optics virtuals al
llarg de la imatge d'una manera no destructiva i possibilita visualitzar els
microorganismes vius. Per a visualitzar la sensibilitat dels microorganismes de la
biopel-licula enfront a un antimicrobia en el microscopi, una de les tincions més
utilitzades és el Kit Live/Dead® (267), que serveix tant per bacteris com per cél-lules
eucariotes. Aquest conté dos marcadors d’acids nucleics, el SYTO9 i el lodur de Propidi
(PI de l'anglés propidium iodide). El fluorocrom SYTO9 és una petita molécula que pot
penetrar a linterior de les cél-lules que posseeixen intacta la seva membrana
plasmatica, proporcionant una fluorescéncia verda. En canvi, el fluorocrom Pl és
impermeable a la membrana i per tant només penetra si aquesta esta malmesa. Per
tant, si la cél-lula no és viable, els dos colorants penetraran a l'interior de la cél-lula
proporcionant una fluorescéncia de color vermell, degut a la reduccié del SYTO9 per

part del PI.
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4.2. Models in vivo d’infeccié relacionada amb el catéter en conill
Tot i que els experiments in vitro ofereixin resultats que apuntin a la possible eficacia
d’un determinat tractament antimicrobia, no ens hem d’oblidar que, a la practica clinica,
els dispositius intravasculars estan en contacte directe amb la circulacié sanguinia. Com
a conseqliéncia, la seva superficie acaba revestint-se de plaquetes, plasma i proteines
tissulars, que actuen com a condicionadors de la superficie afavorint 'adheréncia dels
microorganismes i la formacié de biofilm (216). Tanmateix, en una infeccié relacionada
amb el dispositiu hi ha interaccions dinamiques entre I'hoste i els microorganismes
creixent en biopel-licules que, com s’ha comentat, sén ecosistemes microbians
complexes. Tot aixd genera una complicaci6 que fa imprescindible utilitzar models

adequats que tinguin en compte tots aquests tipus d’interaccions (257,268).

En un brot epidemioldgic de diferents casos de BRCVCs, es va poder observar que les
infeccions en aquest entorn estan associades amb el creixement dels microorganismes
creixent formant biopel-licules. Els primers models in vivo es basaven en la implantacio
subcutania de segments de catéters i, tot i que servissin com a models d’ajuda per a
comprendre els mecanismes implicats en aquesta forma de creixement dels
microorganismes, eren models no discriminatius que no tenien les principals
caracteristiques d’aquest tipus d’infeccions, com sén la interaccié amb els components
o el flux sanguini. Aquestes limitacions van donar peu al desenvolupament de nous
models més selectius que integraven aquests aspectes.

El primer model de catéter vends intravascular es va descriure 'any 1999, per estudiar
la colonitzacié bacteriana i subsequent infeccid de S. epidermidis i es va realitzar
inserint, mitjangant cirurgia, un catéter de Silastic® a través de la vena cava superior de
rates adultes (269). A partir d’aqui, aquest model ha estat utilitzat ampliament en molts
estudis relacionats en aquest tema (270,271). Tanmateix, han sigut utilitzades altres
espécies d’animals, com ratolins o conills, i també s’ha realitzat estudiant diferents

microorganismes, S. epidermidis, S. aureus, Candida spp., etc (229,232,272). Fins a dia
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d’avui, el model animal més utilitzat per estudiar el tractament conservador de les
infeccions relacionades amb el catéter mitjangant la técnica del segellat antimicrobia és
el del conill (273), ja que la seva mida permet una comoda inserci6 del catéter i, d’altra
banda, el diametre del catéter utilitzat és similar el que s’utilitza en humans, el que
garanteix la reproductibilitat dels resultats. Les dades obtingudes en els diferents models
animals realitzats en infeccions de catéter i tractament mitjangant ALT s’han utilitzat per
a dissenyar estudis clinics i, alguns d’aquests compostos son utilitzats actualment en

clinica (182,274).

4.2.1. Experiéncia prévia del model en el laboratori de Resisténcia als
Antibiotics del Servei de Malalties Infeccioses del VHIR
Seguint la linia d’investigacio del laboratori, iniciada pel Dr. Gavalda, en la present Tesi
Doctoral s’ha utilitzat el model d’infeccio relacionada amb el catéter en el model de conill.
En els anys previs al present projecte, el grup va realitzar diferents treballs exitosos
sobre el tractament conservador de les infeccions relacionades amb catéters causades
per ECN d’estafilococs i S. aureus, confirmant que la vancomicina, tot i ser I'antibiodtic
de referéncia per aquest tipus d’infeccions, té una eficacia moderada, similar a la del
linezolid, davant de S. epidermidis i S. aureus (tant sensible com resistent a meticil-lina),
i que la ciprofloxacina presenta una eficacia lleugerament superior a vancomicina en
soques de S. aureus sensibles a la meticil-lina. Finalment, dosis altes de gentamicina i
daptomicina son rapidament bactericides i poden negativitzar en 24 hores un alt

percentatge de catéters colonitzats per S. aureus (228,229,275).

En el present projecte de Tesi Doctoral, s’ha traslladat I’experiéncia acumulada
pel Servei de Malalties Infeccioses en la seva vessant clinica del tractament
conservador d’aquestes infeccions i de la recerca dels anys del laboratori de
Malalties Infeccioses en el model d’infeccié relacionada amb el catéter. Amb tot

plegat, hem buscat en els estudis in vitro i els models experimentals, solucions
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per a trobar la millor opcio terapéutica a escollir en els casos molt seleccionats
d’infeccions produides per diferents espécies de Candida. Tanmateix, utilitzant
les mateixes eines de treball, hem intentat ampliar els coneixements sobre altres
possibles tractaments que es podrien plantejar per a la utilitzacié de la estratégia

del segellat del catéter en el cas d’infeccions produides per ECN d’estafilococs.
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ll. JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI | HIPOTESIS DE TREBALL

Com s’ha desenvolupat a l'apartat anterior, les infeccions relacionades amb els
LTCVCs, presenten un problema clinic de dificil solucio; tant per la capacitat dels
microorganismes de créixer formant biopel-licules dins de la llum del catéter, com per la

manca d’antimicrobians rapids i eficacos en aquesta situacioé clinica.

En el cas de les infeccions produides per Candida spp., les guies actuals recomanen la
retirada i reinsercié d’'un nou LTCVC (13,37). Pero, hi ha situacions en que s’hauria de
poder considerar la possibilitat d’'una terapia conservadora del catéter. Aquestes
situacions es tractarien de casos clinicament no complicats de pacients en que la
retirada del catéter és dificil, com la trombopénia greu amb risc de sagnat, quan
existeixen dificultats per trobar un accés vascular alternatiu, per exemple en pacients
pediatrics, certs pacients amb fallada intestinal i necessitat de nutricié parenteral
permanent o en pacients oncologics amb neoplasies de mal prondstic, en els que cal
valorar el risc/benefici d’un tractament conservador.

La revisi6 de la literatura, a l'inici de la Tesi Doctoral, va evidenciar que no existia una
resposta definitiva, ni des dels estudis in vitro ni en els models animals, essent la
informacié reportada procedent de pacients molt escassa i, sovint, contradictoria. Per
aquests motius varem plantejar que podiem intentar aportar respostes a la pregunta
inicial, des dels models de sensibilitat de Candida spp. creixent en biopel-licules fins a
I'evaluacié de I'eficacia de diferents antifungics mitjangant ALT en el model experimental
d’infeccid de catéter en conill.

Aixi doncs, es va comencar a treballar amb C. parapsilosis, la segona etiologia més
prevalent a molts paisos europeus, a diferéncia d’Estats Units (276). De les diferents
opcions de tractaments antimicrobians, vam iniciar estudis amb aquells ja
comercialitzats, de manera que els resultats poguessin ser facilment extrapolats a la

practica clinica. Dels tractaments classics utilitzats en aquests tipus de infeccions per
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Candida spp., s’ha demostrat que els azols son intrinsecament resistents i que la dAmB
té una baixa activitat enfront els microorganismes creixent en biopel-licules.
Contrariament, s’ha vist que les formulacions liposomals de AmB i les equinocandines,
presenten una major eficacia d’eradicacié, ja que poden penetrar millor a I'interior de les
biopel-licules. Aixi doncs, es va hipotetitzar que ambdds podrien ser possibles
antifungics per I'is d’ALT en les infeccions de catéter produides per C. parapsilosis.

A partir dels resultats prometedors obtinguts en el primer treball, es va assolir que eren
necessaris més estudis en els models de sensibilitat en biopel-licules i experimental per
a poder aportar el millor tractament antifungic davant de les altres espécies més
prevalents de Candida: C. albicansi C. glabrata, fet que pot ser crucial per I'exit d’aquest

tipus de terapia conservadora.

En el cas de les infeccions produides per I'agent causal més frequent de les infeccions
de cateter, ECN d’estafilococs, les guies actuals (13,37) recomanen una actitud més
conservadora, intentant salvar el catéter mitjangcant ALT i antibioterapia sistémica
prolongada. El tractament més utilitzat en aquests casos és la vancomicina, tot i aixi, les
recidives produides per aquest tractament son del 20%, motiu pel qual es va considerar
que era necessari estudiar i avaluar noves alternatives terapéutiques. Diferents estudis
han mostrat que la vancomicina, a causa de ser un antibidtic amb un efecte del tipus
temps-depenent, té una eficacia limitada a causa de la dificultat de penetrar dins dels
microorganismes creixent en biopel-licules. Contrariament, amb la daptomicina, que és
un farmac amb efecte del tipus concentracié-depenent, s’ha demostrat que té una alta
eficacia bactericida a causa de la seva penetracio uniforme i de manera rapida en els
microorganismes de linterior de les biopel-licules. Aixi doncs, la daptomicina a

concentracions altes semblava ser un antibiodtic prometedor per I'is d’ALT.

Per tant, en aquesta Tesi Doctoral, es va plantejar incorporar noves troballes sobre les

opcions terapéutiques més rapides i eficaces per a poder utilitzar com a tractament per
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ALT. Aixo permetria una estratégia conservadora dels LTCVCs en casos seleccionats
de pacients infectats amb Candida spp., o en els pacients amb infeccions per ECN
d’estafilococs, proporcionant beneficis potencials com ara, millorar la vida util del cateter
aixi com el pronostic del pacient, prevenir les sequeles relacionades amb aquest tipus
d’infeccions, reduir I'estancia hospitalaria i, en definitiva, millorar de la qualitat de vida

del pacient i reduir el cost sanitari associat.

D’altra banda, tot i que els experiments in vitro ofereixen resultats que apunten a la
possible eficacia d’un tractament, és molt dificil extrapolar la resposta terapéutica
realitzada en un model in vitro amb el que succeira finalment a la practica clinica, ja que
només es poden descriure els efectes d’una variable en un subconjunt de les parts
constitutives d’un organisme. Tanmateix, el cos huma és molt més que la suma de les
seves parts i, per tant, no 'hem de veure com a factors independents, siné com a peces
que interaccionen (277). Els models animals sén una eina clau ja que permeten
mimetitzar la complexitat d’'un organisme i reproduir les condicions, d’'una forma
dinamica, del que passa a un ésser huma. El nostre grup de recerca té una amplia
trajectoria en el camp de la infeccid6 experimental relacionada amb els CVCs,
desenvolupada al Laboratori de Resisténcia al Antibiotics del Servei de Malalties
Infeccioses del VHIR, havent-se demostrat ja possibles tractaments antimicrobians per
aquest tipus d’infeccions causades per diferents microorganismes. Per tota aquesta
experiéncia prévia es va considerar que, en el present projecte de Tesi Doctoral, el
model animal seria un métode adequat per analitzar les possibilitats terapéutiques de
major eficacia en 'ambit de les infeccions relacionades amb els LTCVC per diferents

espécies de Candida i per ECN d’estafilococs.

79



l1I. Justificacié de I'estudi i hipotesis de treball

Les publicacions resultants dels experiments realitzats sobre les infeccions relacionades

amb el catéter seran la base que constituiran la present Tesi Doctoral:

“Efficacy of anidulafungin in the treatment of experimental Candida
parapsilosis catheter infection using an antifungal-lock technique” analitza
quin es el material més adequat per realitzar els experiments de sensibilitat in
vitro de les infeccions relacionades al catéter. D’altra banda, avalua I'eficacia de
'amfotericina B liposomal i I'anidulafungina, tant in vitro com en un model
d’infeccidé relacionada amb el catéter en conill, enfront soques de C. parapsilosis
creixent en biopel-licules, essent el primer estudi que descriu I'Us

d’anidulafungina pel segellat de catéter en aquesta espécie de Candida.

“High-dose daptomycin is effective as antibiotic-lock therapy in a rabbit
model of Staphylococcus epidermidis catheter-related infection” estudia
l'activitat de la daptomicina i la vancomicina enfront soques de S. epidermidis
productores de biopel-licules, tant in vitro com en un model animal d’infecci6 de
catéter utilitzant la técnica conservadora del segellat. El principal problema de
les infeccions relacionades a LTCVCs per ECN d’estafilococs és causat pel seu
percentatge de recurréncia, aixi doncs, en aquest treball es pretén obtenir un
tractament capac d’eradicar la infeccio del catéter de manera més rapida i eficag,

per tal d’evitar o reduir aquestes recaigudes.

Com a Annex, s’ha adjuntat un altre article (pendent de publicacié i, a 'actualitat, en fase

de revisio), “Efficacy of liposomal amphotericin B and anidulafungin using an

antifungal lock technique (ALT) for catheter-related Candida albicans and Candida

glabrata infections” que es centra en la infeccié de catéter causada per espécies de

C. albicans i C. glabrata productores de biopel-licules. El seu objectiu és avaluar

I'eficacia de 'amfotericina B liposomal i I'anidulafungina, tant in vitro com en un model
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d’infeccié relacionada amb el catéter en conill. Tanmateix, és el primer estudi que

descriu I's d’anidulafungina pel segellat de catéter en C. albicans i C. glabrata.

Tot i que el treball de 'annex encara esta pendent de publicacid, es considera molt
interessant adjuntar-lo i mencionar-lo en aquesta Tesi Doctoral, ja que segueix una
estructura similar als treballs publicats i els resultats obtinguts ajudarien a entendre
millor els possibles tractaments que es podrien utilitzar per les infeccions relacionades

amb els LTCVC produides per les diferents espécies de Candida.

Per a facilitar una major comprensié de la Tesi Doctoral, I'ordre en que es mencionen
els treballs sera: primer els estudis de Candida spp. (treball 1: article publicat de C.
parapsilosis i treball 2: article pendent de publicacio i adjuntat a I'annex de C. albicans i
C. glabrata) i, seguidament, parlarem de I'estudi de S. epidermidis (treball 3: article

publicat de S. epidermidis).

En concret, les hipdtesis plantejades son les seguents:

1. Els estudis de sensibilitat in vitro dels microorganismes creixent en biopel-licules,
fent servir el mateix substrat utilitzat a la practica clinica pot reflectir amb major
precisio I'accié real dels antimicrobians que les técniques convencionals.

2. Les concentracions molt elevades dels antimicrobians poden ser eficaces per a
'eradicaci6 dels microorganismes que formen biopel-licules en materials
sintétics, com serien els catéters vasculars.

3. La técnica del segellat amb diferents antimicrobians pot ser rapida i eficag en el
model animal d’infeccié de cateter produida per Candida spp.

4. La eficacia dels antimicrobians pot estar relacionada amb I'espécie de Candida
que ocasiona la infeccio relacionada amb el catéter.

5. Ladaptomicina, utilitzada pel segellat antimicrobia del catéter, és més eficag que

la vancomicina en el model experimental d’infeccié de catéter per S. epidermidis.
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Objectiu principal
Avaluar I'eficacia de diferents antimicrobians utilitzant la técnica del segellat de catéter,
enfront Candida spp. i S. epidermidis creixent en biopel-licules, tant in vitro com en un

model experimental d’'infeccié de catéter en conills.

Objectius secundaris
1. Avaluar l'activitat in vitro de 'amfotericina B liposomal i I'anidulafungina enfront
soques de Candida parapsilosis que creixen formant biopel-licules sobre

diferents substrats.

2. Avaluar l'eficacia terapéutica de la daptomicina i la vancomicina enfront
Staphylococcus epidermidis que creixen formant biopel-licules, tant in vitro com
en un model experimental d’infeccié de catéter en conill utilitzant la técnica del

segellat de catéter.

3. Avaluar l'eficacia terapéutica de I'amfotericina B liposomal i I'anidulafungina
enfront diferents espécies de Candida que creixen formant biopel-licules, tant in
vitro com en un model experimental d’'infeccid de catéter en conill utilitzant la

técnica del segellat de catéter.
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1. Seleccid de soques
Es van utilitzar 6 aillaments clinics de Candida spp. (dues soques de C. parapsilosis,
dues de C. albicans i dues de C. glabrata) i 2 de S. epidermidis que provenien d’una
col-leccid de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron de pacients amb bacteriéemia i
candidémia relacionades amb catéters vasculars. Les soques van ser seleccionades per
la seva capacitat formadora de biopel-licules, seguint el model descrit per Kamagata-

Kiyoura et al. (278).

2. Estudis in vitro
2.1. Esquema del disseny experimental: in vitro
A continuacié es mostra 'esquema del disseny experimental in vitro que s’ha realitzat a

cada article (Figura 5). Tots els experiments es van realitzar per triplicat.

Estudis in vitro ‘

\ | |

Articles de la tesi [ ’
el Treball 1: Treball 2: Treball 3:
C. parapsilosis C. albicans i C. glabrata S. epidermidis
[ [
Estudis sensibilitat l l
en planctonic CMI ’ CMI ‘ ’ CMI ‘
\ [
: o | | ‘
Estuglls_ sensibilitat Microscopi ‘
en biofim CcmiB fluorescencia ’—‘
XTT en plaques Tincié CMEB Microscopi ‘. CMEB Microscopi '
de poliestiré —| Calcofluor confocal confocal
vXTT en cupons Tincié | ‘ ‘
de silicona Live/dead Cultius quantitatius ‘ Tincié Cultius quantitatius ‘ Tincié

Live/dead

Live/dead

Figura 5. Esquema del disseny experimental dels diferents estudis que composen la tesi
doctoral. CMI, concentracié minima inhibitoria; CMIB, concentracié minima inhibitoria de biofilm;
CMEB, concentraci6 minima eradicadora de biofim, XTT; 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-

sulphonyl)- 5[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide.
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2.2. Estudis de sensibilitat
Les CMIs de cada antimicrobia es van determinar per microdilucid seguint les
recomanacions de les guies de 'lEUCAST (260). La CMIBsp i la CMIBgo de la LAmB i
'anidulafungina enfront de C. parapsilosis creixent en biopel-licules sobre diferents
substrats (plaques de poliestiré i discos de silicona, Figura 6) es van realitzar mitjangant
I'analisi de reduccio de la sal de tetrazol (XTT; Sigma-Aldrich Co., Madrid, Espanya). Es
van utilitzar dos procediments experimentals: (i) estudi de 'XTT en plaques de poliestire
utilitzant el protocol descrit per Pierce et al. (279) i (ii) estudi de I'XTT en discos de
silicona utilitzant el protocol descrit per Chandra et al. (280). Els canvis colorimétrics
obtinguts al final del procediment, es van mesurar mitjangant lectures
espectrofotometriques amb el sistema EIx800 (Bio-Tek Instruments, Winooski, Estats
Units d’América). En ambdéds procediments, la menor concentracié antifungica que va
causar el 50 i 90% de la reduccié de I'activitat metabolica del biofilm, comparada amb el

control negatiu, es va considerar com CMIBso i CMIBgo, respectivament.

Figura 6. A) plaques de microtitulacio de poliestiré B) plaques
de fondo pla amb cupons de silicona a I'interior, C) cupons de

silicona.
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A partir dels resultats obtinguts al primer treball (descrit a I'apartat de resultats del treball
1), tots els estudis in vitro posteriors de sensibilitat dels antimicrobians es van
realitzar unicament fent créixer els microorganismes productors de biofilms sobre

substrats de silicona.

Per a determinar la CMEBgo, es van rascar els biofilms formats i tractats dels cupons de
silicona mitjangant un cell scrapper (Sarstedt, Inc., Newton, NC, Estats Units) i,
finalment, es va realitzar el recompte de les UFC/mL mitjangant cultius quantitatius. La
CMEBg es va definir com la concentraci6 minima eradicadora que necessita

'antimicrobia per a reduir més del 90% dels microorganismes (respecte I'inocul inicial).

2.3. Morfologia i viabilitat cel-lular
Per a determinar la morfologia i I'arquitectura cel-lular, es va utilitzar la tincié de
Calcofluor® white M2R (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Espanya) durant 1 minut a la foscor
i, per a la viabilitat cel-lular es va utilitzar el Kit de viabilitat Live/Dead® BacLight™
(Molecular Probes, Invitrogen, Leiden, Paisos Baixos) tenyint les mostres durant 15

minuts a temperatura ambient i a la foscor.

Les soques C. parapsilosis del primer article, van ser visualitzades mitjangant el
microscopi de fluorescencia (microscopi de la marca Olympus i model DP72 connectat
a una camera Nikon E600) i les soques dels estudis posteriors (C. albicans, C. glabrata
i S. epidermidis) van ser visualitzades mitjancant el CLSM invertit de la marca Olympus
i model FV1000. Es van escanejar tres arees del biofilm de cada cup6 a 2 ym/tall i es
van adquirir diferents imatges en els plans XY. Simultaniament es va utilitzar el doble
canal per a observar la fluorescéncia verda i la vermella. El software IMARIS 8 (Bitplane,
Belfast, Regne Unit) es va utilitzar per a crear una projeccio dels biofilms, i el software
ImagedJ 1.45s per a calcular el percentatge dels pixels verds (cél-lules vives) versus els

vermells (cél-lules mortes).
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3. Estudis in vivo
3.1. Comiteé Etic d’Experimentacié Animal
Tots els experiments van ser aprovats pel CEEA del VHIR i pel DAAM de la Generalitat
de Catalunya (niumeros de registre dels treballs 1 i2: CEEA 73/12 i DAAM 7863. Numero

de registre del treball 3: CEEA 56/10).

3.2. Esquema del disseny experimental: in vivo
A continuacié es mostra, de manera esquematica, el disseny experimental utilitzat en
els diferents articles sobre el model animal d’infeccié de catéter en conill. L’'esquema
dels treballs 1 (C. parapsilosis) i 2 (C. albicans i C. glabrata) es representa a la Figura

7A i 'esquema del treball 3 (S. epidermidis) a la Figura 7B.

A)

Dia0 Dia 2 Dia 4

Infeccié Segellat amb antifiingic Sacrifici

I lock P de les
mostres (+ 48h)

Insercio del
catéter

B)

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 5

Y B T
~-:,%‘—,£"‘_ 5.?“»”

o By

Infeccié Sacrifici Sacrifici
Aspirar indeul i afegir Processat de les Processat de les

Inserci6 del sérum fisiologic mostres (+24h) mostres (+72h)
catéter

Segellat amb antibiotic
(antibiotic lock technique)

Figura 7. Esquema del disseny experimental del model d’infeccié de
catéter vascular. A) Infeccié per Candida spp. B) Infeccié per S.

epidermidis.
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A continuacié s’expliquen amb més detall cada un dels procediments:

3.3. Model d’infeccié de catéter
Es van utilitzar conills mascles blancs New Zealand de 2,0-2,2 Kg de pes (Granja Riera,
Barcelona, Espanya) i aquests van tenir accés d’aigua i menjar ad libitum durant tot
'experiment. Préviament a la cirurgia, els animals es van anestesiar amb una injecci6
intramuscular d’una barreja de 100 mg/Kg de Ketolar® amb 20 mg/Kg de Xilagesic® al
2%. Es va realitzar una incisio laterocervical i es va localitzar la bifurcacié de la vena
jugular. Aquesta es va cateteritzar amb un catéter de silicona estéril de 18 cm (Silastic®,
ID/OD: 0.45/0.77 inch, Dow Corning Corporation, MI, Estats Units) (Figura 8). Finalment,
el catéter es va tunelitzar subcutaniament cap a la regi¢ interescapular i la porcié externa
del catéter es va unir a una connexid extraible (Vygon 1298.20; Laboratoris Vygon,

Ecoulen, Franga) unida a un tap perforable (Sendal TP Inter Minisend, Regne Unit).

4 cm de catéter: punt final d
processat del catéter %

Figura 8. Catéter de silicona de 18 cm de llargada utilitzat pel model

animal d’infeccié de catéter.

Un cop els animals es van despertar de la cirurgia, cada un dels indculs es va introduir
a la llum del catéeter vascular amb un volum de 0.,34 mL. Els indculs de Candida spp. es
van deixar al lumen d’aquest durant 48 hores i en el cas de les soques de S. epidermidis,
va ser necessari inocular el lumen del catéter durant 24 hores i, posteriorment, aspirar-

lo i introduir sérum sali al 0,9% durant 24 hores més.
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3.3.1. Grups de tractament
Préviament a la terapia antimicrobiana, es va aspirar lindcul dels catéters.
Posteriorment, aquests es van omplir (antimicrobial lock) amb 0,4 mL de la solucio
antimicrobiana. Els animals dels diferents grups van ser seleccionats aleatoriament i es
van classificar en els seglents grups de tractament: pels estudis de Candida spp. (i)
control (serum sali al 0,9%); (ii) amfotericina B liposomal 5 mg/mL i (iii) anidulafungina
3,33 mg/mL. El tractament d’antifungal lock es va deixar a l'interior del catéter durant 48
hores. Per a I'estudi de S. epidermidis (i) control (s€rum sali al 0,9%); (ii) vancomicina
10 mg/mL; (iii) daptomicina 5 mg/mL i (iv) daptomicina 50 mg/ml. El tractament

d’antibacterial lock es va deixar a I'interior del catéter durant 24 i 72 hores.

Al final de la terapia antimicrobiana, els animals es van sacrificar mitjangant una
sobredosi anestésica de pentobarbital. Posteriorment, es van extreure els catéters d’'una
forma aseéptica i els 4 centimetres distals es van avaluar microbioldgicament. D’'una
banda, es va avaluar el percentatge de negativitzacié dels catéters i d’altra banda es
van quantificar les UFC dels catéters en que hi havia creixement. Els resultats d’aquests

cultius quantitatius es van expressar com a logio de UFC totals recuperades del catéter.

3.3.2. Analisi estadistic
Per a I'analisi estadistic del model animal, el percentatge de negativitzaci6 dels catéters
que es va obtenir a cada tractament, es va comparar utilitzant el test exacte de Fisher i
la quantificacid dels cultius quantitatius, obtinguda a través del logo de UFC
recuperades dels catéters, es van comparar utilitzant la prova no parameétrica U de
Mann-Whitney (treball 1) i mitjancant I'analisi la variancia ANOVA d’un factor o
comparacions multiples utilitzant el test post hoc de Tukey’'s (treballs 2 i 3). Les
diferéncies es van considerar significatives quan el valor de p < 0,05 en el test estadistic
corresponent utilitzant el programa SPSS, versié 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, Estats

Units).
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TREBALL 1: Eficacia de I'anidulafungina en el tractament de la infeccié de catéter

experimental per Candida parapsilosis utilitzant la técnica de I'antifungal lock

Titol original: “Efficacy of anidulafungin in the treatment of experimental Candida

parapsilosis catheter infection using an antifungal-lock technique”

Autors: Jana Basas', Alba Morer, Carlos Ratia', Maria Teresa Martin?, José Luis del
Pozo®, Xavier Gomis', Estrella Rojo-Molinero*, Eduard Torrents®, Benito Almirante’,

Joan Gavalda'

Laboratori de Malalties Infeccioses, Institut de Recerca Vall d’'Hebron (VHIR),
Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona, Espanya.

Departament de Microbiologia. Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona,
Espanya.

Laboratori de Biofilms Microbians, Divisi6 de Malalties Infeccioses. Clinica
Universitat de Navarra, Navarra, Espanya.

Servei de Microbiologia i Unitat d’Investigacié. Hospital Universitari Son
Espases. Institut d’Investigacié Sanitaria de Palma (IdISPa), Palma de
Mallorca, Espanya.

Laboratori d’Infeccions Bacterianes i Terapies Antimicrobianes. Institut de

Bioenginyeria de Catalunya (IBEC), Barcelona, Espanya.

Objectiu: Avaluar I'eficacia de I'anidulafungina versus I'amfotericina B liposomal (LAmB)

pel tractament d’infeccid experimental de catéter enfront Candida parapsilosis

mitjancant la técnica de I'antifungal-lock technique (ALT).
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Materials i métodes: Es van estudiar dues soques cliniques de C. parapsilosis (CP12 i
CP54). Es van realitzar estudis in vitro per a determinar les concentracions minimes
inhibitories de les biopel-licules al 50 i 90% d’inhibici6 (CMIBsy i CMIBg) de
'anidulafungina i la LAmB mitjangant I'assaig de reduccio de I'’XTT en plaques de 96
pouets de poliestiré i en discos de silicona elastomer. Tanmateix, es va observar la
viabilitat de les biopel-licules crescudes sobre els discos de silicona i tractades amb
anidulafungina i LAmB utilitzant el kit de tincié de Live/Dead®. Pel model in vivo es va
implantar un catéter intravends en els conills White New Zealand. La infeccié va ser
induida pel bloqueig del catéter durant 48 hores amb 0,35 mL d’'indcul de la CP12 o la
CP54. Els grups de tractament van consistir amb 48 hores d’ALT amb control (serum
sali 0,9%), anidulafungina 3,33 mg/mL i LAmB 5,5 mg/mL.

Resultats: L’anidulafungina va presentar millor activitat in vitro que la LAMB enfront C.
parapsilosis creixent en biofilm sobre discos de silicona: CMIBg, de la LAmB (CP12,
>1024 mg/L; CP54, >1024 mg/L) i CMIBgy de I'anidulafungina (CP12, 1 mg/L; CP54, 1
mg/L; p<0.05). Tanmateix, només I'anidulafungina (1 mg/L) va mostrar més del 90% de
mortalitat cel-lular en els assajos de viabilitat de les biopel-licules sobre discos de
silicona i utilitzant tincié de Live/Dead®. En el cas de les plaques de 96 pouets de
poliestire, no es van observar diferéncies entre la sensibilitat in vitro de 'anidulafungina
o la LAmB. En el model in vivo, I'anidulafungina va assolir reduccions significatives en
comparacio amb la LAmB en el recompte de log1o d’unitats formadores de colonia (UFC)
recuperades de les puntes del catéter en ambdues soques (p < 0.05). Tanmateix, només
'anidulafungina va obtenir negativitzacio dels cultius de les puntes dels catéters (CP12
63%; CP54 73%; p <0.05).

Conclusions: Els discos de silicona poden ser un substrat més fiable per I'estudi de
sensibilitat in vitro de C. parapsilosis creixent en biopel-licules. El tractament de
I'antifungal-lock technique amb anidulafungina, va mostrar una major eficacia per la

infeccid experimental de catéter vascular enfront soques de C. parapsilosis.
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Objectives: The effectiveness of anidulafungin versus liposomal amphotericin B (LAMB) for treating experimental
Candida parapsilosis catheter-related infection by an antifungal-lock technique was assessed.

Methods: Two clinical strains of C. parapsilosis (CP12 and CP54) were studied. In vitro studies were used to deter-
mine the biofilm MICs (MBICso and MBICqp) by XTT reduction assay and LIVE/DEAD biofilm viability for anidulafungin
and LAmMB on 96-well microtitre polystyrene plates and silicone discs. An intravenous catheter was implanted in
New Zealand white rabbits. Infection was induced by locking the catheter for 48 h with the inoculum. The 48 h
antifungal-lock treatment groups included control, 3.3 mg/mL anidulafungin and 5.5 mg/mL LAMB.

Results: Anidulafungin showed better in vitro activity than LAmB against C. parapsilosis growing in biofilm on
silicone discs. MBICqo of LAMB: CP12, >1024 mg/L; CP54, >1024 mg/L. MBICqo of anidulafungin: CP12, 1 ma/L;
CP54, 1 mg/L (P<0.05). Moreover, only anidulafungin (1 mg/L) showed >90% non-viable cells in the LIVE/DEAD
biofilm viability assay on silicone discs. No differences were observed between the in vitro susceptibility of anidula-
fungin or LAMB when 96-well plates were used. Anidulafungin achieved significant reductions relative to LAMB in
log1 cfu recovered from the catheter tips for both strains (P<0.05). Only anidulafungin achieved negative catheter
tip cultures (CP12 63%, CP54 73%, P<0.05).

Conclusions: Silicone discs may be a more reliable substrate for the study of in vitro biofilm susceptibility of
C. parapsilosis. Anidulafungin-lock therapy showed the highest activity for experimental catheter-related infection
with C. parapsilosis.

antifungal-lock technique involves instilling a high concentration of

Introduction an antifungal agent into the catheter lumen and allowing it to

Candida is the fourth leading cause of healthcare-associated infec-
tions and the third most common cause of central line-associated
bloodstream infections, with an incidence of candidaemia of 6.9
per 1000 ICU patients’ and a mortality ranging between 40.2%
and 56%.? Accounting for 23.7% of the isolates, Candida parapsilosis
is the most common non-albicans species causing candidaemia in
ICUs in Spain and Italy®* and is one of the most frequently impli-
cated species in vascular catheter candidaemia,” mainly in paediat-
ric patients. The antifungal-lock technique combined with a
conventional systemic antifungal is an effective treatment for long-
term catheter-related bloodstream infections (CRBSIs), particularly
for episodes caused by Gram-negative bacilli and CoNS.>® The

remain for a designated period.” The current recommendation for
catheter- or device-related infections caused by Candida spp. is
removal and replacement of the device.® Nevertheless, the
antifungal-lock technique has been considered to be a viable option,
particularly in selected, haemodynamically stable patients with
severe coagulopathy or with limited or no other alternatives for vas-
cular access.® No clinical trials have previously investigated the treat-
ment with the antifungal-lock technique of CRBSIs with Candida
spp., and the use of the antifungal-lock technique for Candida spp.
has been described only rarely in paediatric case reports.*°
Echinocandins have emerged as important agents for the
treatment of invasive candidiasis.!* Anidulafungin shows potent

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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and rapid in vitro and in vivo activity against C. parapsilosis bio-
films;' %13 hence, it may be a suitable antifungal agent to use
for an antifungal-lock technique approach, because this drug
has been shown to induce fewer paradoxical growth effects
than do caspofungin and micafungin.** To our knowledge, no
studies have been reported that evaluate the effectiveness of dif-
ferent antifungals using the antifungal-lock technique in
catheter-related infection experimental models.

Candida spp. have been described to grow with different morph-
ologies depending on the substrate to which they adhere.'®
Different methodologies exist for the in vitro study of the antifungal
susceptibility of microorganisms growing in biofilms, including the
conventional technique (96-well microtitre polystyrene plates) and
on distinct materials (silicone wafers, titanium plates, etc.).2®%’
Therefore, the choice of substrates for biofilms growth may be
important in in vitro susceptibility testing of biofilms of Candida spp.

The aims of this study are as follows. First, we sought to com-
pare the in vitro susceptibility of liposomal amphotericin B (LAmMB)
and anidulafungin on C. parapsilosis biofilms growing on different
substrates (96-well plates versus silicone discs). Second, we sought
to compare the activity of LAmMB versus anidulafungin for the treat-
ment of experimental catheter-related C. parapsilosis infection with
the antifungal-lock technique.

Materials and methods

Strains

Two well-characterized biofilm-producing C. parapsilosis strains were used
(CP12 and CP54), both isolated from patients with CRBSIs. C. parapsilosis
ATCC 22019 was used for quality control.

Antifungals

LAmMB was provided by Gilead Sciences Inc. (Madrid, Spain), and anidula-
fungin was provided by Pfizer Inc. (Madrid, Spain). They were obtained in
powder form and reconstituted with Antibiotic Medium No. 3 (Oxoid, UK)
with 8% glucose for the in vitro tests. We selected clinically relevant con-
centration ranges of antifungals: 0.015-1024 mg/L for the susceptibility
studies and 1 and 1024 mg/L for the morphology and yeast viability stud-
ies. For the in vivo animal model of infection, the concentrations were
5.5 mg/mL for LAMB and 3.3 mg/mL for anidulafungin. These concentra-
tions were the highest that could be obtained commercially. Antifungal
solutions were prepared according to the manufacturers’ instructions.

In vitro studies
Susceptibility studies

A microdilution assay was used according to EUCAST'® to determine the
MIC of the LAmB and anidulafungin. The ability of the CP12 and CP54 to
develop biofilms was assessed using the method of Kamagata-Kiyoura
et al.,*® with minor modifications. Biofilm MICs (MBICs) were determined
at 50% and 90% inhibition (MBICsq and MBICq, respectively) by using the
XTT reduction assay (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain). We used two dif-
ferent material surfaces: 96-well microtitre polystyrene plates (Deltalab
SL, Rubi, Spain) and silicone elastomer discs (15 mm diameterx1.5 mm;
Merefsa SL, Barcelona, Spain).

For the experiment with XTT in the 96-well plates, we performed the
protocol described by Pierce et al.,*° with slight modifications. C. parapsilosis
cells were grown overnight at 30°C in Yeast Nitrogen Base medium (Sigma-
Aldrich Co., Madrid, Spain) with 50 mM dextrose (YNBD). The cultures were
centrifuged and washed twice with sterile PBS, pH 7.2 (Merck, Darmstadt,

Germany). Each well was incubated with 100 L of C. parapsilosis suspension
at 37°C for 48 h with a final concentration of 1.0x10° blastoconidia/mL in
Antibiotic Medium No. 3 with 8% glucose. After 48 h, the wells were washed
three times with PBS, the antifungal agents were added, and the plates were
incubated at 37°C. After 48 h, the wells were again washed three times in PBS,
and the plates were incubated at 37°C for 2 h with 100 L of XTT-menadione
solution (0.5 mg/mL XTTand 1 wM menadione). The resulting absorbance was
read at 490 nm with an ELx800 (Bio-Tek Instruments, Winooski, USA) and the
antimicrobial activity of each treatment was expressed as a relative percent-
age calculated as the absorbance of each treatment divided by the value for
the negative controls.

For the experiment with XTT in the silicone discs, we followed the protocol
described by Chandra et al.,'” with slight modifications. The C. parapsilosis
cells were grown overnight in YNBD at 37°C. The cultures were centrifuged,
washed twice with sterile PBS and then resuspended to a final concentration
of 1.0x 107 blastoconidia/mL. Then, 4 mL of the culture was placed into each
well of the 12-well plates and the silicone discs were added. The discs were
incubated for 90 min at 37°C without shaking and were then transferred to a
new plate, containing 4 mL of fresh YNBD. The plates were incubated at 37°C
for 48 h while being shaken at 60 rpm. The silicone discs with the preformed
biofilms were transferred to a new 12-well plate containing antifungal
agents. Finally, silicone discs were placed in new 12-well plates with 4 mL
of solution containing 50 L of XTT (5 mg/mL in PBS) and 4 pL of the mena-
dione stock solution (prepared as a 10 mM stock solution in 100% acetone).
Plates were incubated at 37°C for 5 h while being shaken at 60 rpm. The
resulting absorbance was read at 492 nm with a Smartspec™ Plus
(Bio-Rad, Munich, Germany) spectrophotometer. The antimicrobial activity
of each treatment was expressed as for the 96-well plates.

The lowest antifungal concentration that caused a >50% and >90%
reduction in the metabolic activity of the biofilm compared with the negative
control was determined and considered as MBICs, and MBICgo, respectively.?*

Morphology and yeast viability assay

To prepare biofilms on the silicone discs, yeast cells were cultured in
Antibiotic Medium No. 3 with 8% glucose at 37°C while being shaken for
48 h, as described previously.'” Then, biofilms were treated for 48 h with
LAmB or anidulafungin at 37°C. Afterwards, the biofilms were scraped
from the individual wells into a new 12-well plate containing 1 mL of
PBS in each well. For the assessment of the biofilm morphology and archi-
tecture, the cells were stained by using a drop of calcofluor white M2R
(Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain.) for 1 min at room temperature.'”

For the evaluation of live/dead cells, a LIVE/DEAD® BacLight™ viability
kit (Molecular Probes, Invitrogen, Leiden, the Netherlands) was used,
which is also compatible for use with eukaryotic cells. We stained for
15 min at room temperature in the dark, as described previously.?? Live
cells were stained with Syto 9 (3.34 mM solution in DMSO) combined
with propidium iodide (20 mM solution in DMSO), which cannot permeate
intact cell membranes and can be internalized only when the membrane
is defective. Fluorescent cells were examined with a Nikon E600 micro-
scope coupled with an Olympus DP72 camera.

In vivo studies
Animals

New Zealand white male rabbits (Granja Riera, Barcelona, Spain) weighing
2.0-2.2 kg were used for the in vivo experiments. Upon arrival, rabbits
were housed in individual cages and provided with water and food ad libi-
tum throughout the experiment.

Ethics

The experimental protocol was approved by the Animal Experimentation
Ethics Committee of our institution (registration number 73/12 CEEA) and
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the Ministry of Environment of the Catalan Government (registration
number 7863).

Animal model

Animals were anaesthetized by intramuscular injection of 100 mg/kg
ketamine plus 20 mg/kg xylazine. A right laterocervical incision was
made to expose the jugular vein bifurcation. The internal jugular vein
was distally tied and catheterized with an 18 cm length of sterile silicone
tubing (SILASTIC, ID/OD: 0.45/0.77 inch, Dow Corning Corporation, MI,
USA). The catheter was inserted up to 8 cm to ensure positioning of the
tip within the superior cava vein and was then secured with silk sutures.
Patency was checked by drawing blood and flushing with sterile saline.
The line was subcutaneously tunnelled and brought to the interscapular
region. The external portion of the catheter was connected to a removable
hub (Vygon 1298.20, Laboratories Pharmaceutiques Vygon, Ecoulen,
France) attached to a disposable port (Sendal TP Inter Minisend, UK) and
fixed to the skin.

After placement, the catheters were filled with both strains of
C. parapsilosis suspensions prepared as follows: the strains were main-
tained frozen at —80°C and subcultured in Sabouraud (Sigma-Aldrich
Co., Madrid, Spain) plus 8% dextrose for 48 h. Cells from the subculture
were suspended in Antibiotic Medium No. 3 with 8% glucose to obtain a
final concentration of 1.0x 107 blastoconidia/mL; 0.35 mL of this suspen-
sion was used to fill the catheter. This is the amount necessary to fill the
entire internal surface of the catheter. The inoculum was locked in the
lumen of the catheter for a period of 48 h.

Treatment groups and estimation of therapeutic efficacy

Immediately before the start of the antifungal-lock technique, the inocu-
lum was carefully withdrawn by aspiration. The disposable port and hub
were replaced with new devices. Animals were then randomized into the
following three groups: untreated control (serum saline), 5.5 mg/mL
LAmB, or 3.3 mg/mL anidulafungin. Catheters were filled with 0.4 mL of
sterile saline or antifungal solution as appropriate and locked for another
48 h. All locks were supplemented with 100 U of sodium heparin/mL.2

At the end of the treatment period, the animals were euthanized with
intravenous pentobarbital. The catheters were removed and the distal
4 cm of each catheter was cut for quantitative culture. The lumens of
the catheter segments were gently flushed twice with 2 mL of brain
heart infusion medium (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain) to ensure anti-
fungal removal, and then the catheter segments were bisected length-
wise, submerged in 4 mL of brain heart infusion medium and sonicated
at 50 Hz for 10 min. The flushing and sonication products were washed
twice by centrifugation, resuspended in brain heart infusion medium
and serially diluted, plated onto Sabouraud agar plates and incubated
for 48 h at 37°C. After incubation, colony counts were performed. The
results were expressed in logy total cfu.

Statistical analysis

For statistical purposes, the catheters yielding a negative result were
recorded as having one colony. The percentage of negative cultures obtained
in each treatment arm was compared using Fisher’s exact test, and the logqo
cfu recovered from the catheter tips was compared using the Mann-
Whitney test. P values <0.05 were considered statistically significant.

Results

The in vitro results (Table 1) showed that the planktonic
C. parapsilosis isolates used in our study were highly susceptible
to the antifungal agents tested. Both strains were susceptible to
LAmB (CP12, 0.5 mg/L; CP54, 0.25 mg/L) and anidulafungin
(CP12, 0.5 mg/L; CP54, 0.25 mg/L). In addition, no differences
were observed between the activity of LAmMB or anidulafungin
against C. parapsilosis biofilms growing on 96-well polystyrene
plates; MBICso/MBICgo: LAMB (CP12 2/16 mg/L; CP54 2/8 mg/L)
and anidulafungin (CP12 2/8 mg/L; CP54 2/4 mg/L). However, ani-
dulafungin showed better activity against C. parapsilosis biofilms
growing on silicone discs, especially in the MBICgo values
(>1000-fold relative to the activity of LAMB) compared with
LAmMB (CP12>1024 mg/L; CP54>1024 mg/L) and anidulafungin
(CP12 1 mg/L, P<0.05; CP54 1 mg/L, P<0.05). In our in vitro
studies, anidulafungin demonstrated better activity against
C. parapsilosis biofilms growing on silicone discs than LAmMB,
which exerted a limited effect.

The microscopic morphology of CP12 biofilm growing on sili-
cone discs stained with calcofluor white and treated with
1024 mg/L (<MBICgqp) of LAMB showed predominantly small
and ovoid colonies, similarly to the non-treated biofilm. In con-
trast, biofilm treated with 1 mg/L (MBICq) or 1024 mg/L anidula-
fungin was composed of a large and globose morphology,
probably indicating severe disturbances in the cell wall and to
the yeast physiology (Figure 1a). LIVE/DEAD staining (Figure 1b)
revealed that CP12 and CP54 and biofilms growing on silicone
discs in the presence of anidulafungin showed distinct differences
in biofilm cell death compared with control or LAMB. Anidulafungin
1 mg/L caused increased cell and hyphal death (red colour in LIVE/
DEAD staining). In sharp contrast to LAMB and non-treated groups,
biofilms treated with 1 mg/L anidulafungin had almost no live cells,
indicating that the yeast cell viability and its contribution to biofilm
viability was substantially compromised. In contrast, the addition
of 1-1024 mg/L LAmB indicated that significant reduction in the
cell viability of >90% was not achieved, which correlated with
our MBIC results shown in Table 1.

Table 1. In vitro susceptibility of C. parapsilosis strains to LAmB and anidulafungin in different materials (polystyrene and silicone)

LAmMB

Anidulafungin

MBICso (mg/L) MBICqo (mg/L)

MBICso (mg/L) MBICqo (mg/L)

MIC 96-well silicone 96-well silicone MIC 96-well silicone 96-well silicone
Strain (mg/L) plate discs plate discs (ma/L) plate discs plate discs
CP12 0.5 2 1 16 >1024 0.5 2 0.25 8 19
CP54 0.25 2 0.5 8 >1024 0.25 2 0.125 4 1¢
9P <0.05 versus MBICgq of LAMB in silicone discs.
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(a) Control LAmB 1024 mg/L

CP12

(b) Control

CP12

CP54

Anidulafungin 1mg/L

g

Anidulafungin 1024 mg/L
)

Anidulafungin 1mg/L

Figure 1. Morphology and yeast viability assay of C. parapsilosis biofilm. (a) Morphology of C. parapsilosis CP12. Twelve biofilms were grown for 48 h at
37°C on silicone discs and stained with calcofluor white. Groups: untreated control, 1024 mg/L LAmMB, 1 mg/L anidulafungin and 1024 mg/L
anidulafungin. (b) LIVE/DEAD fluorescence imaging of C. parapsilosis CP12 and C. parapsilosis CP54. Biofilms were grown for 48 h at 37°C on silicone

discs showing vital live cells (green) versus dead cells (red) stained with Syto 9 and propidium iodide.

Table 2. Antifungal-lock therapy results for C. parapsilosis CP12 and C. parapsilosis CP54

CP12 CP54
Treatment negative cultures/total (%)  logse total cfu, median (IQR)  negative cultures/total (%) logyo total cfu, median (IQR)
Control 0/8 (0) 4.76 (2.4-5.4) 0/8 (0) 4.64 (3.56-6.01)
LAMB (5.5 mg/mL) 3/10 (30) 3.04 (0-3.86)° 1/6 (17) 2.07 (1.11-3.52)°
Anidulafungin (3.3 mg/mL) 5/8 (63)° 0(0-1.17)° 8/11 (73)° 0(0-0.69)¢

9P <0.05 versus control and LAMB.
P <0.05 versus control.

The results obtained from the rabbit catheter tip cultures after
sonication and centrifugation are shown in Table 2. Compared
with controls, 3.3 mg/mL anidulafungin achieved a significant
reduction of more than 4 log;o cfu recovered from the catheter
tips in CP12 (4.76 logqo cfu, P<0.05) and CP54 (4.64 logqo cfu,
P<0.05) at 48 h. Colony counts were significantly lower in animals
treated with 3.3 mg/mL anidulafungin-lock therapy than those
with 5.5 mg/mL LAmMB lock (CP12 and CP54; both P<0.05).
Notably, 3.3 mg/mL anidulafungin was the only antifungal
achieving a significant percentage of negative catheter cultures
in both strains after 48 h of antifungal-lock: 63% in CP12 (controls
0%, 5.5 mg/mL LAMB 30%, P<0.05) and 73% in CP54 (controls
0%, 5.5 mg/mL LAMB 17%, P<0.05).

Discussion

This study had two aims. First, the in vitro susceptibility of LAMB
and anidulafungin on C. parapsilosis biofilms growing on different
substrates was assessed; and second, the effectiveness of
anidulafungin versus LAmB for the treatment of experimental
C. parapsilosis catheter-related infection was assessed using the
antifungal-lock technique.

Focusing on the in vitro assays, our results showed that anidu-
lafungin was more effective than LAmMB against C. parapsilosis bio-
films growing on silicone discs, and there was no correlation
between the susceptibility in 96-well polystyrene plates and sili-
cone discs. These results support the use of silicone discs, which
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are composed of the same substrate as used in catheters.
Focusing on the in vivo effects, the anidulafungin-lock therapy
showed higher negative catheter-culture rates and negative tip
cultures compared with LAmMB, which showed only marginal
reductions in the percentages.

Rapid clearance of the pathogen from an infected central ven-
ous catheter is likely to be clinically important, especially in the
case of C. parapsilosis, if this allowed the catheter to be kept in
place. This effect was obtained with 3.3 mg/mL anidulafungin-
lock therapy for 48 h in our model. In contrast, although LAMB
decreased the fungal load in the catheter tips, this effect was
lower than that achieved by anidulafungin, and the reduction in
the rate was minimal. The in vivo animal models of the antifungal-
lock technique reported to date have used lock strategies against
Candida albicans biofilms.” In contrast to earlier findings, which
have suggested no differences between the antifungal-lock tech-
nique with caspofungin or LAMB,” in our model of the antifungal-
lock technique, the behaviour of the C. parapsilosis growing on the
biofilms on the catheters was paradoxical with regard to the
results for LAmB compared with anidulafungin.

The use of 96-well polystyrene plates to test antifungal suscep-
tibility in vitro had similar outcomes for the LAMB and anidulafun-
gin, showing these plates are not a good substrate for use in testing
antifungal therapies for medical purposes. However, significantly
better outcomes were obtained for anidulafungin compared with
LAmMB when silicone discs were used. Moreover, higher concentra-
tions of the LAMB were required to inhibit the growth of the Candida
biofilms than planktonic growth, whereas anidulafungin preserved
its activity against biofilms. The material to which the yeast
attaches and develops into mature biofilms can play a role in all
of the most important factors related to the susceptibility to infec-
tion, including yeast adhesion.?*~2° Considering our data, the use of
silicone for in vitro studies that evaluate the susceptibility of anti-
fungals against C. parapsilosis growing in biofilms would be recom-
mended given that it is the same material used in clinical settings.

Two classes of antifungal agents, the lipid formulations of
amphotericin and the echinocandins, appear to have unique activ-
ities against Candida spp. biofilms.?®2’ Previously, Toulet et al.*®
have shown that LAmB at 1000 mg/L does not eradicate mature
biofilms. Moreover, they have found less of an effect of LAMB on
C. parapsilosis biofilm than on C. albicans or Candida glabrata bio-
films. Our results confirm these reported differences; we also
found that LAmMB exhibited higher MBECgo with silicone discs
(>1024 mg/L) for both strains tested, indicating that biofilms
were resistant to this treatment and were completely dependent
on biofilm substrate for growth. In contrast, Toulet et al.”® have
found that anidulafungin eradicates C. parapsilosis biofilm, either
in vitro or in vivo. These results are completely consistent with
those obtained in the present study and suggest that the results
of echinocandins, particularly anidulafungin, are better than for
LAmB in in vitro studies.*

The resistance mechanisms of C. parapsilosis to amphotericin B
are unknown. In contrast, the resistance mechanisms of
C. albicans biofilms to amphotericin B have been studied; however,
no studies exist for lipid formulations of amphotericin B.>°

The ergosterol content of yeast cells during late biofilm growth
is reduced; moreover, mature biofilms are less dependent on
ergosterol for maintaining membrane fluidity. This effect poten-
tially limits the efficacy of ergosterol-targeting drugs, such as
amphotericin B.2? In addition, the extracellular matrix helps to

preserve the Candida spp. biofilm architectural integrity and con-
tributes to the resistance of these to antifungals. Data have now
indicated that g-1,3-p-glucan, a principal structural component of
fungal cell walls,*® retains amphotericin B, and therefore reduces
the exposure of the yeast cells to the amphotericin B and the
elicitation of cellular responses.>*3 Finally, LaFleur et al.>* have
demonstrated the existence of persister cells within amphotericin
B-treated C. albicans biofilms.

Anidulafungin treatment in C. parapsilosis strains produces cells
with deformed morphology. This effect is related to the mode of
action of echinocandins that inhibit B-1,3-p-glucan synthase,
which is responsible for the biosynthesis of 8-1,3-p-glucan. As
reported by Jin et al.,*® several dyes, such as FUN-1, are used for
yeast imaging and quantification. Nevertheless, these authors
have noted that this dye may overestimate the living cells, particu-
larly when cell density is high. These results are consistent with those
from other studies and suggest that the combination of Syto 9 and
propidium iodide dyes facilitates easy imaging of viable cells by
fluorescence microscopy in Candida spp. biofilms.>> Our results of
the metabolic activity and vitality using XTT assay and of the cell via-
bility by fluorescence imaging using a mixture of Syto 9 and propi-
dium iodide dyes confirmed the efficacy of anidulafungin versus
LAmB against C. parapsilosis growing in biofilms on silicone discs.

Little has been published on the conservative management in
humans of Candida spp. CRBSIs. Although the safest option recog-
nized for these patients is the removal of the catheter, this meas-
ure is not always possible (e.g. when there is a lack of alternative
venous access, there is significant bleeding diathesis, or there are
quality-of-life issues that take priority over the need for reinsertion
of a new catheter at another site).® Even in paediatric patients, in
whom it is sometimes very difficult to establish a central line,
some authorities have recommended trying in situ treatment for
72 h when the patient shows no clinical deterioration.’® Whether
the extension of the antifungal-locking period improves the efficacy
of the technique as suggested by some clinical reports of catheters
salvaged using amphotericin B deoxycholate in selected cases of
C. parapsilosis infection®'° has not yet been determined. The single
report of echinocandin-lock therapy in the literature has described
the effectiveness of caspofungin to treat Candida lipolytica
catheter-related infection,*® and this treatment was established
for 14 days. We consider 48 h of treatment to be the turning
point to clinically maintain long-term outcomes and avoid possible
complications of infection, and in the present study, anidulafungin
treatment at 3.3 mg/mL achieved a higher percentage of negative
catheter tip cultures at that timepoint.

In conclusion, this study demonstrated that silicone discs
might be a more reliable substrate to perform in vitro biofilm sus-
ceptibility studies of C. parapsilosis. Moreover, anidulafungin using
the antifungal-lock technique provides a rapid decrease in
biofilm-embedded C. parapsilosis and achieves negative catheter
tip cultures in 48 h for the majority of episodes. The results of this
study support the use of anidulafungin-lock therapy as an
adjunctive therapeutic option for the systemic treatment in
selected cases of long-term CRBSIs with C. parapsilosis.
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Objectiu: Avaluar I'eficacia de la daptomicina i la vancomicina enfront dues soques de
Staphylococcus epidermidis en un model de conill d’infeccioé relacionada amb el catéter
mitjancant la técnica de I'antibiotic lock technique (ALT).

Materials i métodes: Es van estudiar dues soques cliniques de S. epidermidis (SE14 i
SE94). Es van realitzar estudis in vitro per determinar les concentracions minimes
eradicadores del biofilm al 90% (CMEBgo) en discos de silicona elastomer i després de
24 hores de tractament amb vancomicina i daptomicina. Es va utilitzar la viabilitat
bacteriana visualitzada mitjangant microscopi confocal (CLSM) per analitzar la proporcié

de bactéries vives/mortes a les biopel-licules. Pel model in vivo es va implantar un
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catéter intravends en els conills White New Zealand. La infeccidé va ser induida pel
bloqueig del cateter durant 24 hores amb 0,35 mL d’indcul de la SE14 o la SE94 i
posteriorment 24 hores més amb sérum sali 0,9%. Els grups de tractament van consistir
amb 24 i 72 hores d’ALT amb control (sérum sali 0,9%), daptomicina (5 i 50 mg/mL) i
vancomicina (10 mg/mL).

Resultats: La daptomicina va presentar millor activitat in vitro que la vancomicina
enfront S. epidermidis creixent en biofilm sobre discos de silicona: (CMEBg de
vancomicina i daptomicina per SE14, 10.000 i 1024 mg/L; SE94, >10.000 i 1024 mg/L).
Amb la visualitzacié del CLSM, la daptomicina 50 mg/mL va presentar una reduccio
significativa (p < 0.05) del percentatge de cél-lules vives en comparacié amb els altres
grups de tractament. Dels resultats in vivo: el tractament ALT amb daptomicina 5 mg/mL
va assolir disminuir significativament el recompte de logi d’'UFC recuperades de les
puntes del catéter en ambdues soques (p < 0.05) respecte el control i la vancomicina 10
mg/mL a les 72 hores de tractament. La daptomicina 50 mg/mL va obtenir una reduccio
significativa (p < 0.001) tant del recompte de logio d’'UFC com del percentatge de
negativitzacié de les puntes dels catéters enfront les dues soques de S. epidermidis,
tant a les 24 com a les 72 hores de tractament, en comparacié amb els altres grups de
tractament.

Conclusions: Utilitzar una alta concentracioé de daptomicina (50 mg/mL) pel tractament
d’antibiotic lock technique pot oferir una avantatge terapéutica per la infeccio de cateter

de llarga durada causada per S. epidermidis.

108



VI. Resultats

] wmcn  Antimicrobial Agents
£} maosower and Chemotherapy®

EXPERIMENTAL THERAPEUTICS

| Check for
{ updates

High-Dose Daptomycin Is Effective as an Antibiotic Lock
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ABSTRACT Long-term catheter-related bloodstream infections (CRBSIs) involving
coagulase-negative staphylococci are associated with poor patient outcomes, increased
hospitalization, and high treatment costs. The use of vancomycin lock therapy has been
an important step forward in treatment of these biofilms, although failures occur in 20%
of patients. In this study, we report that a high dose of daptomycin lock therapy may of-
fer a therapeutic advantage for these CRBSIs in just 24 h of treatment.

KEYWORDS catheter-related infection, daptomycin, animal model, antibiotic lock
therapy, coagulase-negative staphylococci, S. epidermidis

loodstream infections (BSIs) are a common complication of central venous catheters

(CVCs), with incidence rates of 2.9 to 11.3 cases per 1,000 days of CVC use (1). The main
microorganisms that cause long-term catheter-related BSls (CRBSIs) are coagulase-negative
staphylococci (CoNS), which account for ~30% of health care-associated BSls (2-5). The
pathogenic property of CoNS is related mainly to their ability to form an adherent biofilm
on the surface of indwelling medical devices (6). Antibiotic lock therapy (ALT) using
vancomycin lock therapy (LT) is recommended in cases of uncomplicated CRBSIs caused by
CoNS (7). Moreover, this treatment fails in the form of relapse in 20% of episodes, so new
therapeutic alternatives need to be explored as elective therapies (2). Daptomycin has
demonstrated high in vitro efficacy against staphylococcal biofilms because of rapid
penetration into the matrix of the biofilm (8, 9).

ALT regimens last 14 days, resulting in reduced access to the device. Moreover, there
are patients with no other available vascular access who urgently need vascular access
and benefit from a shorter treatment period. Given the clinical importance of finding a
faster and more effective ALT treatment to enable earlier access to the long-term
catheter, thereby improving patient outcomes, reducing the risk of resistance, and
preventing infection-related sequelae, the aim of this study was to compare the activity
of vancomycin and different concentrations of daptomycin for the treatment of exper-
imental Staphylococcus epidermidis catheter-related infection using ALT in a rabbit
model.

The MICs of vancomycin and daptomycin against two strains of S. epidermidis (SE14
and SE94) were determined with the broth microdilution method according to EUCAST
(10). Both strains were susceptible to vancomycin and daptomycin. To analyze the
susceptibility on biofilm formation, we followed the protocol described by Chandra et
al. (11). We found that minimum biofilm eradication concentrations at 90% (MBEC,,s)
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FIG 1 Activity of vancomycin and daptomycin in silicone discs against S. epidermidis strains SE14 (a) and SE94 (b) after 24 h of treatment.

VAN, vancomycin; DAP, daptomycin. *, P = 0.05 versus control. **, P =< 0.05 versus control and VAN 10 mg/ml. ***, P < 0.05 versus control,
VAN 10 mg/ml, and DAP 5 mg/ml. (c) S. epidermidis stained with LIVE/DEAD BacLight viability kit to directly visualize the effect of the
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antibiotics tested. Red fluorescence, dead cells; green fluorescence, live cells (visualized at X60 magnification).

of vancomycin for the SE14 and SE94 biofilms growing in silicone discs were 10,000 and
>10,000 mg/liter, respectively, and the MBEC,,s of daptomycin were 1,024 mg/liter for
both strains. Our in vitro studies indicated that daptomycin exhibited better in vitro
activity than vancomycin against the S. epidermidis biofilm. Unlike daptomycin, vanco-
mycin diffused slowly into the deeper layers of the biofilm, and the biofilm bacteria
showed decreased sensitivity to vancomycin (12).

To measure the effect of vancomycin 10 mg/ml and daptomycin 5 and 50 mg/ml on S.
epidermidis biofilm, growth on silicone discs was visualized with confocal laser scanning
microscopy (CLSM) using LIVE/DEAD staining to distinguish between dead cells and live
cells. As shown in Fig. 1a and b, daptomycin 50 mg/ml significantly reduced the number of
live cells; in contrast, dead cells increased in the other treatments. Moreover, the effect of
the treatments visualized with CLSM revealed that both strains treated with daptomycin at
a high concentration had a bacterial mortality of >90% (Fig. 1c). The differences between
the results of colony counts and viability using CLSM indicated that some samples con-
tained viable but nonculturable (VBNC) cells. The possible recurrence of staphylococci
infections related to medical devices may be caused for this VBNC (13).

Following methodology used in our previous studies of ALT therapy for catheter-
related infection (14), after 48 h infection with an inoculum of 108 CFU/ml of SE14 or
SE94, treatments with vancomycin 10 mg/ml and daptomycin 5 and 50 mg/ml were
analyzed using the percentage of negative cultures and the log,, CFU (mean * SD;
95% confidence interval [Cl]) recovered from the catheter-tip cultures (Table 1). Higher
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Antibiotic Lock Therapy for S. epidermidis

TABLE 1 Antibiotic lock therapy results for S. epidermidis SE14 and SE94 at 24 and 72 h

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Results at indicated follow-up time

24 h

72 h

Antibody lock therapy, Negative/total Log,, total CFU

Negative/total

Log,, total CFU

by strain® cultures (%) (mean = SD [95% CI]) cultures (%) (mean = SD [95% Cl])
S. epidermidis SE14
Control 0/10 (0) 6.3 £ 0.6 (58-6.7) 0/13 (0) 56+ 1.1 (4.9-6.2)
DAP 50 mg/ml 12/14 (86)° 0.1 = 0.3 (0.0-0.3)% 13/14 (93)¢ 0.1 = 0.3 (0.0-0.3)¢
DAP 5 mg/ml 0/13 (0) 14 +04 (1.2-1.7)¢ 11/15 (73)¢ 0.3 = 0.3 (0.1-0.4)¢
VAN 10 mg/ml 0/10 (0) 3.8+ 0.9 (3.2-4.5)¢ 2/14 (14) 24 +15(1.6-3.3)4
S. epidermidis SE94
Control 0/10 (0) 55+ 1.0 (48-6.3) 0/12 (0) 5.6 = 0.5 (53-6)
DAP 50 mg/ml 12/13 (92)° 0.1 = 0.2 (0.0-0.2)® 11/14 (79)¢ 0.4 = 1.0 (0.0-1.0)¢
DAP 5 mg/ml 0/10 (0) 1.7 =03 (1.4-1.9)° 6/11 (55)° 1.3 * 1.6 (0.2-0.4)%¢
VAN 10 mg/ml 0/10 (0) 44 +1.0 (3.7-5.1)4 1/12 (8) 29+ 1.3 (2.0-3.7)4

9DAP, daptomycin; VAN, vancomycin.

bP = 0.001 versus control, VAN 10 mg/ml and DAP 5 mg/ml.
<P = 0.001 versus control and VAN 10 mg/ml.

9P = 0.001 versus control.

€P = 0.05 versus VAN 10 mg/ml.

P = 0.05 versus control.

concentrations of vancomycin were not used because of the precipitation of the drug
(15). After 24 h of LT with daptomycin 50 mg/ml, the colony counts recovered from the
catheter-tip cultures were significantly lower than those treated with vancomycin or
daptomycin 5 mg/ml (P = 0.001). Of note, daptomycin 50 mg/ml was the only LT that
achieved a significant percentage of negative catheter-tip cultures in both strains after
24 h. At 72 h, no difference was seen between the two daptomycin doses, which were
more effective than the vancomycin locks. This suggests that daptomycin at high
concentrations rapidly penetrates the biofilm layer, thus reducing both the length and
frequency of ALT with a rapid salvage of CVCs.

Clinical use of daptomycin LT for the treatment of CoNS-associated CRBSIs is scarce
(16, 17). Therefore, global results from the few clinical cases in which daptomycin 5
mg/ml was used as ALT are similar to those with vancomycin, with a failure rate of close
to 20% to 25%. However, in our results, a high therapeutic dose of daptomycin resulted
in statistically significant reductions of catheter bacterial loads and negativization of
catheter tips in just 24 h of treatment. That difference can be translated to superior
efficacy in clinical practice, including a reduction in the duration of treatment or
prevention of the spread of persistent cells.

In conclusion, daptomycin LT at high concentrations may be a promising treatment for
CoNS-associated CRBSIs, offering a therapeutic advantage over low concentrations of
daptomycin or vancomycin, thus warranting further consideration and clinical studies.
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VIl. DISCUSSIO

Una de les caracteristiques més importants dels microorganismes involucrats en les
infeccions dels dispositius biomédics i, en concret, dels catéters vasculars, és la seva
habilitat de formar biofilms i el seu paper en la tolerancia als tractaments antimicrobians
convencionals, ja que son molt més resistents que les cél-lules planctoniques

homologues (281).

Discussi6 dels estudis de Candida spp.

Un dels objectius del primer treball es va centrar en avaluar, per una part, la sensibilitat
in vitro de 'amfotericina B liposomal i 'anidulafungina en diferents substrats de formacio
de les biopel-licules de C. parapsilosis (plaques de poliestire versus discos de silicona
médica). Els resultats obtinguts van mostrar que no hi havia diferéncies entre I'activitat
de la LAmB i l'anidulafungina enfront C. parapsilosis creixent en biopel-licules sobre
plaques de poliestiré. Contrariament, la biopel-licula desenvolupada sobre discos de
silicona, si que va mostrar diferéncies entre les sensibilitats dels dos antifungics, essent
'anidulafungina la que va presentar millor activitat enfront C. parapsilosis, especialment
pels valors de la CMIBgo (reduccié de més de 1.000 vegades el valor de la LAmMB, que
va mostrar un efecte limitat). Els nostres estudis in vitro han demostrat que no hi ha
correlacio entre la sensibilitat obtinguda a les plaques de poliestiré i en els discos de
silicona i que, utilitzant aquests ultims, I'antifungic més eficag ha estat I'anidulafungina.
Per tant, s’ha demostrat la importancia del substrat de desenvolupament de les
biopel-licules de C. parapsilosis pels estudis de sensibilitat in vitro. Els resultats han
estat confirmats en el model animal d’infeccié de catéter, on també s’ha pogut observar
que, per C. parapsilosis, 'anidulafungina ha sigut el tractament que ha mostrat més
eficacia en el segellat de catéter. Per tant, segons la experiéncia observada, s’haurien
d’utilitzar discos de silicona per a les proves de sensibilitat in vitro dels antifungics

creixent en biopel-licules, ja que és el mateix substrat que el dels catéters médics. Tot i
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que els autors que reporten estudis in vitro de sensibilitat de Candida spp. creixent en
biopel-licules, ja sigui sobre superficies de silicona (144,147,194) o de poliureta
(196,205), donen suport a I'is de les equinocandines o de la dAmB, respecte els azols,
per a tractar aquest tipus d’infeccions, a la literatura no existeixen estudis comparadors
avaluant el comportament dels antifungics enfront a Candida spp. quan creixen formant
les biopel-licules sobre els diferents substrats. Es el primer cop que es compara
'actuacié dels antifungics enfront les biopel-licules desenvolupades sobre superficies
de poliestire (técniques convencionals) versus el mateix substrat clinic (silicona meédica-
catéter vascular) enfront una espeécie de Candida spp., en concret C. parapsilosis. Per
tant, s’ha de tenir molt present el substrat on es formen els biofilms microbians, ja que
el material influeix molt en el desenvolupament i la sensibilitat d’aquests
microorganismes quan creixen formant biopel-licules. En els altres treballs que
composen aquesta Tesi Doctoral, directament s’han realitzat els models de sensibilitat
in vitro sobre aquests substrats de silicona i, en tots ells es veu una bona correlacié dels
resultats in vitro de la sensibilitat de C. albicans, C. glabrata o S. epidermidis creixent en
biopel-licules sobre els substrats de silicona i I'eficacia antimicrobiana en el model

experimental en conill d’infeccié de catéter.

Els resultats obtinguts es poden explicar a partir d’estudis on s’avalua la importancia del
substrat d’adhesié on creixen C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis
formant biofilms (59,72,281). En aquests treballs, es remarca la importancia del substrat
d’adhesié del microorganisme per tal de desenvolupar models fisioldgicament més
representatius de formacio i de la sensibilitat d’aquests microorganismes productors de
biopel-licules. Concretament, Chandra et al. (59) van demostrar que les biopel-licules
de C. albicans creixent sobre substrats com polimetilmetacrilat (superficies irregulars),
presentaven diferéncies estructurals a les biopel-licules desenvolupades sobre discos
de silicona (59) o de polivinil (282) (superficies planes i hidrofobes), descrivint que en

aquestes superficies de silicona, es creaven biopel-licules amb una estructura bifasica
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diferent, composta per una capa de blastopores recobertes d’elements hifals més
dispersos (59). Aquests autors comenten que les propietats fisicoquimiques de les
superficies poden ser les responsables de les diferents condicions ambientals que
existeixen dins la biopel-licula, com les diferéncies en el pH, la disponibilitat d’'oxigen o
el potencial redox (283). En el nostre cas, les diferéncies entre les sensibilitats als
diferents antifungics sobre els diferents substrats estudiats podrien explicar-se
clarament per aquest motiu (59,71,283). Tanmateix, esta ben estudiat que la naturalesa
quimica del material del catéter en el que els microorganismes s’adhereixen i
desenvolupen el biofilm també pot jugar un paper molt important en relacié a la
sensibilitat, ja que s’ha vist que la resisténcia dels antifungics també pot sorgir com a
consequéncia d’una expressié genética molt especifica i induida per la superficie on s’hi
adhereixen (66,284). Concretament, Baillie et al. (66) van descriure que la sensibilitat
d’AmB variava en una soca de C. albicans creixent en biopel-licula sobre dos catéters
de polivinil de fabricants diferents, remarcant que el diferent contingut o composicié del

plastificant pot generar C. albicans amb diferents sensibilitats a la AmB.

Aixi doncs, les propietats de la superficie influeixen en diferentes etapes de la formacio
dels biofiims de Candida spp., fet que pot afectar de diferents maneres la seva
sensibilitat als antifungics quan estan creixent en biopel-licules, ja sigui per les propietats
fisicoquimiques del substrat, per de la densitat cel-lular que es desenvolupa segons el
biomaterial o per les alteracions en el seu metabolisme. Els resultats obtinguts en el
primer treball remarquen la influéncia dels substrats on creix C. parapsilosis sobre la
sensibilitat de l'anidulafungina i 'amfotericina B liposomal quan estan creixent en
biofilms. D’altra banda, han corroborat la idoneitat de I'is de discos de silicona com a
substrat de formacio de les biopel-licules pels models de sensibilitat in vitro. Tanmateix,
han confirmat la seva aplicabilitat com a possible técnica prévia al model animal per

avaluar possibles tractaments per a la infeccié relacionada amb el catéter ja que, al
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utilitzar el mateix material que a la practica clinica, mimetitzen millor els resultats del

comportament de les infeccions sobre aquests dispositius médics.

En els darrers anys, l'interés per desenvolupar nous métodes estandarditzats, senzills i
dissenyats per a determinar la sensibilitat antimicrobiana dels microorganismes creixent
en biopel-licules ha anat en augment. L’actual problema en qué es troben els
microbidlegs a la practica clinica és que no es correlacionen els resultats determinats
mitjangant les técniques convencionals dels microorganismes creixent de forma
planctonica o en biopel-licules, que poden presentar una resisténcia als antimicrobians
fins a 1.000 vegades superior (59,92-94). Referent als resultats del primer i segon
treballs, el primer objectiu que es volia assolir era determinar la sensibilitat in vitro de la
LAmB i I'anidulafungina enfront diferents especies de Candida creixent en discos de
silicona. Aquests han corroborat, un cop més, aquest fet en que les CMI de C. albicans,
C. glabrata i C. parapsilosis creixent en planctonic no sén una bona mesura de I'activitat
antifangica d’aquests antimicrobians quan les espécies estudiades creixen formant
biofilms, i que les concentracions dels farmacs necessaries per inhibir i eradicar els
microorganismes dels biofilms, sdn molt més elevades que les que es requereixen pels

cultius planctonics.

Els nostres resultats in vitro de sensibilitat de Candida spp. creixent en biopel-licules,
mostren que les soques de C. albicans, van presentar una eficacia similar tant per la
LAmB com per l'anidulafungina en canvi, per les soques d’altres espécies diferents a
Candida albicans (C. parapsilosis i C. glabrata) 'anidulafungina va ser el tractament anti-
biofilm més eficag. La dAmB i les equinocandines, com la caspofungina o la micafungina
han demostrat eficacia davant soques de Candida spp. creixent en biopel-licules (198).
Tot i aixi, I'eficacia de I'anidulafungina i de les formulacions lipidiques d’AmB enfront
Candida spp. creixent en biofilms estan poc estudiades (119). Oncii et al. (197) van

provar I'efecte de JAmB comparat amb el de la caspofungina davant de soques de C.
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albicans i C. parapsilosis creixent en segments de silicona i van observar una completa
eradicacio d’aquests microorganismes. Ramage et al. (204) i Kawai et al. (201), van
demostrar una activitat depenent de la dosi de la LAmMB enfront C. albicans i C. glabrata
creixent en biopel-licules, similars als resultats obtinguts en els estudis d’aquesta Tesi
Doctoral. També en acord amb els nostres resultats, Cateau et al. (144) reporten
resultats satisfactoris de les equinocandines (caspofungina i micafungina) enfront C.
albicans i C. glabrata productores de biofilms joves i madurs al fer-les créixer sobre
substrats de silicona. Toulet et al. (194) van mostrar que, tot i que LAmB a
concentracions de 1.000 mg/L presentava una rapida i persistent activitat inhibitoria, no
eradicava completament C. albicans, C. glabrata ni C. parapsilosis en I'estat de biofilm
madur essent C. parapsilosis la menys sensible de totes. Aquests resultats també serien
similars als obtinguts en aquesta Tesi Doctoral. En els nostres resultats, el
comportament de 'amfotericina B liposomal en C. parapsilosis i C. glabrata no era el
que esperavem. Tanmateix, ens va cridar I'atencié la gran eficacia, tan in vitro com in
vivo, de I'anidulafungina davant d’aquestes dues soques creixent en biopel-licules. No
existeixen estudis que reportin els resultats similars als presentats en la present Tesi
Doctoral.

Tot i que s’han estudiat amb detall els mecanismes de resisténcia de les biopel-licules
de C. albicans productors biopel-licules per la AmB, aquests no han sigut avaluats per
a les seves formulacions liposomals (145). El contingut d’ergosterol de les cél-lules dels
llevats a les ultimes etapes de creixement de la biopel-licula es redueix. Tanmateix, quan
assoleixen la maduresa depenen, en menor mesura, de I'ergosterol per a mantenir la
fluidesa de la membrana. Aquest efecte limita potencialment I'eficacia dels farmacs en
que la seva diana terapéutica és l'ergosterol, com 'AmB (120). La MEC ajuda a
preservar la integritat de I'arquitectura de les biopel-licules de Candida spp. i contribueix
a la resisténcia d’aquestes enfront els antifungics. S’ha demostrat que el (1,3)-R-D-
gluca, principal component estructural de la paret cel-lular fungica (145) segresta '’AmB

i, per tant, limita la seva difusio a I'interior dels microorganismes del biofilm (131,132).
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Finalment, LaFleur et al. (112), van demostrar I'existéncia de cél-lules persistents de C.
albicans tractades amb '’AmB. Aixi doncs, I'is de les formulacions lipidiques (LAmB),
especialment a dosis altes (5 mg/mL), podria reduir potencialment aquests mecanismes
de resisténcia de 'AmB en els biofilms de Candida spp. Vandeputte et al. (285) van
revelar que la membrana de C. glabrata té un contingut més baix d’ergosterol que la de
C. albicans, ja que presenta una mutacié en el gen ERG6 que condiciona aquesta
disminucié. Aquestes diferencies relacionades amb I'ergosterol, podrien explicar el
perqué la LAmB va mostrar una eficacia reduida en el nostre model d’infeccio

relacionada amb el catéter produida per C. glabrata.

En els nostres resultats de viabilitat cel-lular visualitzat amb el CLSM, vam poder
observar que, com en el grup control, la morfologia de les soques estudiades de C.
parapsilosis, C. albicans i C. glabrata tractades amb la LAmMB, presentaven ceél-lules
petites i ovoides. Per contra, quan C. albicans i C. parapsilosis es van exposar a baixes
concentracions d’anidulafungina, aquestes mostraven una morfologia cel-lular
deformada, presentant una estructura gran i globosa, suggerint un defecte estructural a
la superficie cel-lular. Aquest efecte podria estar relacionat amb el mecanisme d’accié
de les equinocandines que, com s’ha comentat, inhibeixen la (1,3)-R-D-gluca sintasa,
responsable de la biosintesi del (1,3)-B-D-gluca (145). Tanmateix, tot i mostrar eficacia
igualment, aquesta morfologia globosa i deformada no es presentava ni en C. glabrata
ni quan C. albicans o C. parapsilosis s’exposaven a concentracions altes

d’anidulafungina. L’explicacié per aquest fet no ha estat encara descrita.

En els estudis in vivo realitzats amb Candida spp., s’ha avaluat I'eficacia de I'antifungal
lock de I'anidulafungina versus la LAmB en un model experimental en conill d’infeccio
de catéter per C. albicans, C. glabrata i C. parapsilosis. En el model d’infeccié de catéter
per C. parapsilosis i C. glabrata, 'anidulafungina com a ALT va resultar ser més eficag

que la LAmB en eradicar la colonitzacié dels catéters a les 48 hores del tractament. En
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canvi, en la infeccié per C. albicans, no hi van haver diferéncies significatives en

I'eficacia entre els dos antifungics.

S’han reportat diferents estudis d’ALT en un models d’infeccié experimental per C.
albicans, tanmateix, no hi ha evidéncies de I's d’anidulafungina per ALT en models
animals d’infeccio relacionada al catéter per altres espécies de Candida, com C. glabrata
o C. parapsilosis. En els estudis de C. albicans, Mukherjee et al. (207), van aconseguir
esterilitzar els catéters després d’11 dies d’ALT amb el complex lipidic d’AmB (ABLC).
En un altre estudi que utilitzava el mateix model, es va estudiar I'eficacia de la LAmMB i
el fluconazol com a ALT enfront C. albicans, després d’'un tractament de 8 hores/dia
durant 7 dies, es va obtenir una eradicaci6 en tots els catéters tractats amb la LAmB (7
de 7), comparat amb només 2 dels 7 tractats amb el fluconazol (203). En un model
d’infeccid de catéter en ratoli, Shuford et al. (206), van demostrar I'esterilitzacio dels
catéters infectats per C. albicans després de 7 dies de tractament d’ALT amb la dAmB
o la caspofungina, i es van obtenir resultats de negativitzacio dels cultius de 16/16 amb
la caspofungina i 13/16 amb la dAmB. En un altre estudi en ratolins en que s’avaluava
I'eficacia de la caspofungina enfront C. albicans, també es va observar una eradicacié
dels microorganismes dels catéters en el 66,7% dels casos (215). Aixi doncs, els nostres
resultats de C. albicans son similars als descrits a la literatura i suggereixen que les
formulacions lipidiques d’amfotericina B o les equinocandines podrien ser tractaments

eficagos per a poder utilitzar en la técnica de I'antifungal lock.

La informacié publicada sobre el maneig conservador de la infeccio relacionada amb els
catéters per Candida spp. en humans utilitzant la t&écnica de I'antifungal lock, és escassa
i, tot i que les guies terapéutiques (13,37) recomanen la retirada del catéter, aquesta
opcié no sempre s’adapta a les necessitats dels pacients, ja que en alguns casos
aquesta no és possible, ja sigui per la dificultat d’insercié o pel cost i/o les males

condicions dels pacient, determinant que la seva retirada sigui altament indesitjable. Un
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tractament conservador rapid i eficag per a tractar-les seria clinicament rellevants ja que
permetrien I'accés segur als LTCVC en aquest subgrup de pacients. Recentment, Imbert
et al. (198), han publicat una revisio dels diferents tractaments utilitzats com a ALT i han
inclos tots els estudis clinics que hi ha sobre C. albicans, C. glabrata i C. parapsilosis.
Hem de considerar que és dificil posar en conjunt tota la informacié ja que hi ha gran
diversitat de malalties de base i també es recullen casos individuals. Pel que fa
referéncia als casos relacionats amb C. albicans, en 5 de 5 pacients tractats amb ALT
utilitzant la dAmB a dosi de 2 — 2.5 mg/mL, es va demostrar la curacio el cateter
(208,209,286). D’altra banda, Buckler et al. (287), van reportar una taxa de recuperacio
del catéter del 50% (1 de 2 casos) utilitzant una terapia de segellat amb la formulacio
liposomal d’AmB a 2,67 mg/mL. S’han descrit quatre casos d’infeccié de cateter per C.
glabrata utilitzant la dAmB (209,211) en que només 1 de 3 casos va aconseguir
recuperar el catéter quan la concentracié era de 2,5 mg/mL, mentres que un sol pacient
tractat amb altes concentracions de la dAmB (5 mg/mL) va ser capag¢ d’aconseguir la
completa eradicacio dels microorganismes del catéter. No hi ha cap cohort ben definida
amb taxes de fracas o éxit amb dAmb com a ALT. Només hi ha tres episodis d’infeccid
per C. glabrata utilitzant la LAmB a 2,67 mg/mL, i en dos es va aconseguir recuperar el
cateter (287). Seria interessant considerar utilitzar concentracions de 5 mg/mL de la
LAmB en pacients, ja que al ser un farmac amb una activitat depenent de la dosi, faria
pensar que si s'utilitzessin aquestes concentracions, els resultats serien més
prometedors que els obtinguts fins al moment. Actualment, en els tres casos reportats
amb 'AmB (tant deoxicolat com liposomal) per a tractar infeccions produides per C.
parapsilosis, hi ha hagut un éxit de negativitzacié dels cultius dels catéters del 100%
(210,212,287). Els dos unics articles publicats sobre 'us d’antifungal lock technique amb
equinocandines enfront Candida spp., han descrit I'eficacia de la caspofungina enfront
infeccié de catéter per C. lipolytica (185) i C. parapsilosis (186), utilitzant aquest
tractament durant 14 dies. En el primer cas es va poder resoldre la infeccié i en canvi,

en el segon cas, els hemocultius seguien essent positius malgrat el tractament.
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Tanmateix, és interessant remarcar que la literatura no hi ha publicacions sobre I'Us en
pacients d’anidulafungina per a tractar les infeccions de catéter ocasionades per

Candida spp.

Com a conclusio dels treballs de Candida spp., per una banda, s’ha demostrat que
utilitzant silicona com a substrat de formacié de la biopel-licula, es poden mimetitzar
millor els resultats de la sensibilitat in vitro de les infeccions relacionades amb els
catéters vasculars i, per tant, s’ha confirmat la seva idoneitat com a possible técnica
prévia al model animal per avaluar I'eficacia dels tractaments in vitro d’aquest tipus
d’infeccions. D’altra banda, utilitzant la técnica de I'antifungal lock, tant 'anidulafungina
com la LAmB van ser eficaces pel tractament de les infeccions de C. albicans, en canvi,
per a les soques de C. glabrata i C. parapsilosis, només I'anidulafungina va proporcionar
una disminucié rapida (en només 48 hores) de la colonitzacio del catéeter en el model
experimental de conill. Els resultats d’aquests estudis, donen suport a I'is de I'antifungal
lock technique com a tractament coadjuvant pels casos sel-leccionats de pacients que

tenen una BRCVC no complicada i la retirada del dispositiu no és possible.

Discussié de I'estudi de S. epidermidis

Un dels objectius del tercer treball es va centrar en avaluar la sensibilitat in vitro de la
daptomicina i la vancomicina enfront soques de S. epidermidis productores de
biopel-licules creixent en discos de silicona, arrivant a demostrar-se que la daptomicina
utilitzada a una concentracio elevada (50 mg/mL) fou el tractament que va presentar una
major eficacia en I'eradicacié de les soques de linterior de la llum dels catéters. En
aquest aspecte, sbn nombrosos els estudis que han demostrat una rapida i eficag
activitat bactericida, tant in vitro com in vivo, de la daptomicina davant diferents soques
estafilocociques (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis i S. capitis),
independentment de la quantitat de biopel-licula produida (18,5% de les soques amb

una produccié deébil, 53,8% moderada i 27,7% forta) (288). Tanmateix, s’ha demostrat
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que la daptomicina penetra dins dels biofilms d’'una manera depenent de la concentracio
(239). Contrariament, la vancomicina, antibidtic amb una accié depenent del temps
d’exposicid al farmac, ha demostrat tenir una activitat anti-biofilm controvertida
(220,221,289). L’enorme variacié de I'activitat de cada farmac quan aquest és avaluat
sobre microorganismes productors de biofilms respecte els cultius planctonics, apunta
a un impacte important sobre la composicié de la MEC, tanmateix, no és sorprenent que
l'activitat dels diferents antibiotics no es vegi afectada de la mateixa manera davant
d’'una soca especifica, ja que les interaccions del farmac amb els constituents de la
matriu (a través dels enllagos d’hidrogen, hidrofobics, electrostatics o de van de Waals)
(70) depenen, en la gran majoria, de la seva estructura quimica. En aquest aspecte, s’ha
demostrat que els acids grassos C1o (que formen part de la daptomicina), sén claus per
a la seva eficacia, ja que permeten I'entrada d’aquest antibiotic dins dels biofilms madurs
(158,159). Contrariament a la daptomicina, s’ha demostrat que la vancomicina es difon
lentament a les capes més profundes dels biofilms, presentant una sensibilitat
disminuida a aquest farmac causada per la seva exposicio limitada (220-222,289). Els
nostres estudis mostren resultats similars als de la literatura: la sensibilitat de S.
epidermidis creixent en discos de silicona i tractada amb daptomicina, mesurada a

través de les CMEBSs, és molt superior a la de la vancomicina.

Els estudis de viabilitat cel-lular presentats en aquesta Tesi Doctoral i determinats amb
el microscopi confocal, han confirmat que, després de 24 hores de tractament amb
daptomicina a concentracié alta (50 mg/mL), la mortalitat de S. epidermidis creixent
formant biofilms va ser superior al 90%. Per contra, la daptomicina a dosi inferior (5

mg/mL) o la vancomicina (10 mg/mL) no van assolir aquest nivell d’eficacia.

El concepte de les diferéncies entre les sensibilitats antimicrobianes segons el substrat
de formacioé de les biopel-licules també s’ha descrit en S. epidermidis, S. aureus i

Escherichia coli i aquest s’ha associat en major grau a la densitat cel-lular dels biofilms
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produits segons el biomaterial d’adhesié dels microorganismes (290-293). Gomes et al.
(294) van estudiar I'adhesio, el desenvolupament i la sensibilitat antibiotica d’E. coli
creixent en biopel-licules sobre diferents substrats (silicona, acer inoxidable, polivinil i
vidre) i van poder demostrar que la silicona era el material amb major percentatge
d’adhesio de les cél-lules i que els biofilms formats sobre aquesta superficie eren menys
sensibles als antibiotics. El seu raonament d’aquest fet va ser que l'alta densitat dels
bacteris crea un gradient de concentracio (nutrients, oxigen o antibiotics) que dificulta la
seva penetracio dins del biofilm. D’altra banda, Arciola et al. (295) van demostrar que,
segons el material del substrat, les soques de S. epidermidis tenien més o menys afinitat
per adherir-s’hi, fet que es veia afectat en la resisténcia als antibiotics pel mateix
concepte de la densitat cel-lular, alteracions en el metabolisme dels bacteris o canvis de

I'estat fisiologic d’aquests.

Els resultats obtinguts en els estudis in vivo, van mostrar a les 24 hores de tractament,
tant una reduccio dels cultius quantitatius com del percentatge de negativitzacié dels
cultius quantitatius dels catéters, al utilitzar la daptomicina a dosi de 50 mg/mL com a
ALT. Aquesta pauta van ser significativament més eficag (p < 0,001) que les altres
pautes estudiades enfront S. epidermidis. En el present estudi, I'utilitzacié d'una
concentracio alta de daptomicina (50 mg/mL), en comparacié amb la baixa (5 mg/mL),
va permetre eradicar S. epidermidis després d’una sola instil-lacié d’ALT i en un minim
de 24 hores, suggerint que aquest antimicrobia penetra rapidament d’'una manera dosi-
depenent a les capes més profundes del biofilm i la seva activitat la realitza en funcié de
la concentracié assolida a aquest nivell. Els resultats dels nostres experiments sén
lleugerament similars als de Van Praagh et al. (232) en un model de rata, tot i que hi ha
algunes diferéncies en les variables experimentals, els seus resultats 'ALT amb
combinacié amb tractament sistémic, van eradicar la infeccié de S. epidermidis després
de dos tractaments diaris d’ALT de 30 minuts amb daptomicina 5 mg/mL. Segons el

nostre coneixement, no hi ha més treballs publicats sobre I'eficacia de la daptomicina
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com a ALT en models experimentals d’infeccid de catéter enfront S. epidermidis,
tanmateix, en un altre treball realitzat pel nostre grup, també vam poder demostrar que
la daptomicina a alta concentracié (50 mg/mL) era capag¢ d’eradicar altres espécies
d’estafilococs com S. aureus (229). Aixi doncs, els resultats apunten que daptomicina a
alta concentracidé podria ser un farmac prometedor pel tractament de la infeccié de

catéter causada per ECN d’estafilococs.

L’us clinic de la daptomicina com a ALT pel tractament de les infeccions relacionades
amb els LTCVC causades per ECN d’estafilococs és escas. Un estudi va reportar 15
pacients tractats amb ALT a dosi de 5 mg/mL de daptomicina conjuntament amb 14 dies
de tractament sistémic, essent el percentatge de fracas terapéutic del 25% (219). Per
tant, els resultats dels pocs casos clinics reportats en els que s’ha utilitzat la daptomicina
5 mg/mL com a ALT son similars als de la vancomicina, amb un fracas aproximat del
20%. Els nostres resultats in vivo mostren que la daptomicina a 5 mg/mL és més eficag
que la vancomicina 10 mg/mL. Tot i aixd, amb la dosi alta de la daptomicina (50 mg/mL)
es varen obtenir resultats de I'eficacia significatius, respecte a la vancomicina 10 mg/mL
0 a la daptomicina 5 mg/mL, en només 24 hores de tractament. Tanmateix, la
daptomicina a dosi de 5 mg/mL va obtenir una eficacia terapéutica perd va necessitar
més temps (72 hores) per a assolir-la. Aquesta diferéncia podria traduir-se a una eficacia
superior a la practica clinica utilitzant la daptomicina a concentracié alta (50 mg/mL),
reduint la durada del tractament o prevenint I'aparicié de cél-lules persistents. Aquest fet
seria encara més rellevant en pacients sense cap altre accés vascular alternatiu, amb

diatesis hemorragiques significatives o en pacients pediatrics.

Com a conclusio del treball de S. epidermidis, hem demostrat que la daptomicina a
concentracio alta (50 mg/mL) va assolir 'objectiu de la negativitzacio dels cultius dels
catéters en només 24 hores de tractament en un model experimental d’infeccio de

cateter en conill.
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Les diferéncies obtingudes en els nostres resultats in vitro segons les técniques
utilitzades (mitjangant cultius quantitatius o a través de I'estudi de la viabilitat utilitzant la
microscopia) poden indicar que hi ha cél-lules no cultivables (VBNC de 'anglés viable
but non-culturable cells) perd metabolicament actives. Segons el nostre coneixement,
aquest fet ha sigut descrit per Salma et al. (296), en Saccharomyces cerevisiae i per
Zandri G et al. (297), en S. epidermidis, demostrant que el 77% de les mostres (N = 30)
presentaven cél-lules en l'estat VBNC i, que aquestes, estaven associades
significativament (p < 0.01) amb CVCs de pacients febrils, suggerint que els
microorganismes creixent en biofilms associats a CVCs podrien ser un reservori per
I'estat de VBNC. Aquest concepte de VBNC ha sigut descrit en bacteris perd no en
llevats i, el nostre tercer treball, podria ser el primer en descriure aquest estat de VBNC
en Candida spp. Aquest fet de VBNC és una condici6 de laténcia transitoria, en que les
cél-lules estan vives i mantenen un grau d’activitat metabodlica perd presenten manca de
creixement dels microorganismes en els medis de cultiu (297). Esta causat per
'adaptacié de les bactéries a I'estrés ambiental, com pot ser I'exposicié al farmac, i és
una condicioé reversible mitjangant una estimulacié adequada. Es molt rellevant aquest
estat cel-lular de VBNC capag de recuperar el creixement i viruléncia, ja que podria estar
molt relacionat amb les recurréncies d’aquest tipus d’infeccions associades a

biomaterials.

Les minimes diferéncies observades entre els nostres resultats in vitro i els obtinguts en
el model animal remarquen la importancia de I'is dels models experimentals. La
complexitat de I'entorn que envolta els catéters intravasculars dificulta la duplicacié
precisa de les condicions in vivo en els models in vitro. Per exemple, tot i que en els
experiments in vivo s’afegeixi un model dinamic del medi, les caracteristiques del flux
de circulacié sanguinia de I'hoste no poden mimetitzar-se satisfactoriament. A part
d’aix0, també és molt complicat incloure totes les proteines de 'hoste i els components

immunitaris en aquests models in vitro. Per tant, ni tan sols la tecnologia més sofisticada

127



VII. Discussio

podria imitar les complicades interaccions entre les cél-lules, teixits i drgans que

succeeixen en el pacient durant una infeccié relacionada amb el catéter.

La principal limitacié dels estudis experimentals d’'infeccio relacionada amb els catéters
és la impossibilitat de mantenir I'ALT durant 14 dies (com succeeix en humans). Per
aquesta rad, utilitzem un model animal de 24 - 72 hores, en que ens permet veure
I'eficacia del tractament i I'eradicacié del biofilm. Tanmateix, I'is de 'ALT ha sigut un
important pas endavant per I'eradicacié dels microorganismes creixent en biofilms i
desenvolupats dins de la llum dels catéters intravenosos en aquells pacients
hemodinamicament estables i que no presentaven complicacions. Actualment, els
regims d’ALT duren 14 dies, fet que redueix 'accés al dispositiu durant aquest periode
de temps. Com s’ha comentat, existeixen casos clinics de pacients en que la retirada
del LTCVC és dificil i que aquests necessiten urgentment un accés vascular disponible
que, a més a més, es beneficiarien d’un periode de tractament més curt. Aixi doncs,
trobar un tractament d’ALT més rapid i eficag, podria millorar la salut d’aquests pacients
permetent un Us més rapid del catéter vascular, aixi com reduir I'estancia hospitalaria i
el cost econdmic associat. Considerem que els resultats dels nostres estudis poden
aportar informacié sobre aquestes estratégies de tractament rapid i efica¢ que es
podrien utilitzar, ja que en els nostres models ja hem obtingut tractaments amb un
percentatge de negativitzacié dels catéters significatius respecte els altres grups de

tractament amb només 24 i 48 hores d’ALT.
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VIIL.

CONCLUSIONS

Es important la seleccio del substrat per establir un model pecis d’estudi in vitro
de la sensibilitat dels microorganismes creixent en biopel-licules. En 'ambit de
la infeccid relacionada amb els catéters vasculars, es recomana I'is de silicona
com a substrat de formacio del biofilm ja que, al ser el mateix material utilitzat en

la practica clinica, mimetitza millor el seu comportament.

La tecnica de l'antifungal lock pel tractament de les infeccions produides per

Candida és depenent de I'espécie.

Tant 'amfotericina B liposomal com I'anidulafungina sén antifungics prometedors
per a I'antifungal lock technique, en les infeccions relacionades amb els catéters

vasculars de llarga durada causades per C. albicans.

L’anidulafungina és el tractament més eficac per l'antifungal lock technique per
la terapéutica de les infeccions per espécies diferents a C. albicans (C.

parapsilosis i C. glabrata).

La daptomicina administrada a una concentracié elevada (50 mg/mL) és el
tractament més eficag per I'antibiotic lock technique en les infeccions de catéter
de llarga durada causades per ECN d’estafilococs, i més concretament per S.

epidermidis.

Els resultats d’aquests treballs donen suport a I'is de la técnica d’antimicrobial
lock, com a tractament coadjuvant a la terapia sistémica, en casos seleccionats
de pacients amb infeccions relacionades amb els catéters vasculars de llarga

durada ocasionades per Candida spp. o per S. epidermidids.
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En base als resultats obtinguts en els treballs que composen la present Tesi Doctoral,
s’ha arribat a la conclusié que existeixen tractaments més rapids i eficagos per utilitzar
a la tecnica de I'antimicrobial lock que els que s’havien estudiat fins al moment i que I'is
d’aquesta técnica amb un tractament adequat podria millorar la salut d’aquests pacients,
permetent una utilitzacié més rapida del catéter vascular, aixi com reduint I'estancia
hospitalaria i el cost econdmic associat. Tot i aixd, amb els tractaments antimicrobians
disponibles hi ha una aparicié continua de mecanismes de resisténcia, aquest fet fa que
ens plantejem noves terapies “antimicrobianes no antibiotiques” per a trobar una solucio

eficag enfront aquestes infeccions de dificil tractament.

Al laboratori, hem comengat una nova linia de futur anomenada “FlashShot”, basada en
I'us de l'electrdlisi (baixa corrent eléctrica (CE) aplicada mitjangant eléctrodes de plati
utilitzant una font d’energia) per a generar, de manera in situ en el catéter, acid
hipoclorés (HCIO), que serviria per a tractar infeccions produides per microorganismes
multiresistents, o bé, aquelles de dificil tractament associades a la formacid de
biopel-licules. L’'HCIO és considerat una d’aquestes molécules antimicrobianes no
antibiotiques, ja que s’ha demostrat que té una rapida accioé bactericida enfront multiples
infeccions amb un ampli espectre d’actuacié (298-301). Tot i que presenta una activitat
potencial enfront els microorganismes, no és una molécula citotdxica ni pels humans ni
pels animals, ja que és un constituent enddgen natural que forma una part important del
sistema immune innat (302). Bioldbgicament, és una espécie reactiva de I'oxigen que
sintetitzen els propis neutrofils i macrofags per actuar enfront els microorganismes que
fagociten (303). S’ha descrit que el seu mecanisme d’acci6 es basa en la inhibicio de la
replicacié de 'ADN, fet que precedeix a la inhibicié de la sintesi de proteines i a la

conseguent pérdua de viabilitat (304).
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Fins al moment, s’ha realitzat la Prova de Concepte (POC de I'anglés Proof-of-Concept)
en la que es va poder demostrar que amb diferents corrents eléctriques de baix
amperatge i utilitzant sérum sali al 0,9% com a electrdlit, es podia generar HCIO in situ.
En els resultats de la POC es va poder observar una disminucié de més de 1x10°
UFC/mL de diferents soques extremadament resistents als antimicrobians (XDR de
langlés extreamly drug-resistant) de P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae i
Acinetobacter baumannii i en soques fungiques de C. albicans, Aspergillus fumigatus i
Ryzopus oryzae, després d’aplicar-los-hi 1, 2 0 3 CE de 2 mA o0 20 mA durant 5 minuts

i amb periodes de 30 minuts entre cada CE (Figura 9).
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Figura 9. Resultats de la Prova de Concepte FlashShot (2 i 20 mA) enfront diferents
microorganismes creixent en planctonic. A) P. aeruginosa (Pa3), B) K. pneumoniae (Kp3), C)
A. baumannii (Abl1), D) C. albicans (Ca176), E) A. fumigatus (Af4751), F) R. oryzae (Ro868).

CE, corrent eléctrica; SS, serum sali; ufc, unitats formadores de colonia; mA, miliampers.

En microorganismes creixent en biopel-licules sobre superficie de silicona, utlitzant el
protocol descrit per Chandra et al. (280) i, en el que partiem d’un inocul de

microorganismes de 1x10” UFC/mL, aquest efecte fungicida i anti-biofilm en soques de
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C. albicans, es va observar quan s’aplicava una corrent eléctrica de 2 mA durant 15
minuts. Tanmateix, per diferents soques bacterianes de S. epidermidis, S. aureus
resistents a meticil-lina i P. aeruginosa, es va necessitar aplicar una corrent eléctrica de
20 mA durant 15 minuts per obtenir aquest efecte eradicador de la biopel-licula. A la
Figura 10, es mostren els resultats dels discos de silicona visualitzats al microscopi de

fluorescencia després d’aplicar-los-hi una CE a 2 mA o 20 mA durant 15 minuts.

Control SS SS-2mA 15 min SS-20mA 15 min

SARM15 PAO1

SARM16

CA176

Figura 10. Resultats de la Prova de Concepte FlashShot (2 i 20 mA) enfront diferents
microorganismes creixent en biopel-licules sobre discos de silicona. Visualitzat amb
microscopia de fluorescéncia amb Live/Dead®. SS, serum sali; PA, P. aeruginosa;

SARM, S. aureus resistent a meticil-lina; CA, C. albicans; mA, miliampers.
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En tot moment, es va mesurar la produccié d’HCIO generat al medi (utilitzant un métode
espectrofotométric ASTM 4500-ClI: “DPD Colorimetric Method”) i els resultats obtinguts
van ser que la mitjana d’[HCIO]}/mM format en els cultius planctonics va ser de 0,265 i
0,915 al generar una CE durant 5 minuts de 2 mA i 20 mA, respectivament. Tanmateix,
la mesura d’aquest mateix parametre en el tractament utilitzat pels microorganismes
creixent en biopel-licules, va ser de 0,467 i 2,000 [HCIO]/mM durant 15 minuts per 2 mA
i 20 mA, respectivament. Aquests darrers resultats han sigut possibles gracies a la
col-laboracié establerta amb el Grup d’Investigaciéo d’Enginyeria de la Corrosio i dels

Materials Metalics de I'Institut Quimic de Sarria (Professors J. Avella i S. Colominas).

Arrel d’aquests resultats tan prometedors, s’ha enviat una patent provisional als Estats
Units a data 1/3/2016 anomenada “System, method and uses for "in situ" treatment or
prevention of antimicrobial resistant infections or infections difficult to be treated”
WO02017149381 (A1)-2017-09-08)16. Inventors: Dr. Gavalda, Dr. Torrents i Dr. Puntes.
Institut de Recerca Vall d’Hebron (305). Posteriorment, la sol-licitud de PCT es va
presentar a la Oficina Europea de Patents (PCT/IB2017/000193; actualment pendent de

resolucio).
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ANNEX 1: Article pendent de publicacié: Eficacia de I’anidulafungina en el
tractament d’infeccié de catéter experimental per Candida parapsilosis utilitzant

la técnica de I'antifungal lock.

TREBALL 2: Eficacia de 'amfotericina B liposomal i I'anidulafungina utilitzant la
técnica de I'antifungal lock en el tractament d’infeccié de catéter experimental per

Candida albicans i Candida glabrata.

Titol original: “Efficacy of liposomal amphotericin B and anidulafungin using an
antifungal lock technique (ALT) for catheter-related Candida albicans and Candida

glabrata infections”.

Autors: Jana Basas', Marta Palau’, Xavier Gomis', Benito Almirante', Joan Gavalda’.
' Laboratori de Malalties Infeccioses, Institut de Recerca Vall d’Hebron (VHIR),

Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona, Espanya.

Objectiu: Avaluar I'eficacia de I'anidulafungina versus I'amfotericina B liposomal (LAmB)
pel tractament d’infeccié experimental de catéter enfront Candida albicans i Candida
glabrata mitjangant la técnica de I'antifungal lock technique (ALT).

Materials i Métodes: Es van estudiar dues soques cliniques de C. albicans (CA176 i
CA180) i dues de C. glabrata (CG171 i CG334). Es van realitzar estudis in vitro per
determinar les concentracions minimes eradicadores del biofilm al 90% (CMEBg) en
discos de silicona elastomer i després de 48 hores de tractament amb anidulafungina i

LAmB. Es va utilitzar microscopia confocal per visualitzar la morfologia i viabilitat dels
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llevats creixent en biopel-licules. Pel model in vivo es va implantar un catéter intravenos
en els conills White New Zealand. La infeccio va ser induida pel bloqueig del catéter
durant 48 hores amb 0,35 mL d’indcul de cada soca a estudiar. Els grups de tractament
van consistir amb 48 hores d’ALT amb control (sérum sali 0,9%), anidulafungina 3,33
mg/mL i LAmB 5 mg/mL.

Resultats: En el model experimental d’infeccié de catéter per soques de C. albicans,
els tractament d’ALT amb LAmB o anidulafungina van presentar una eficacia similar.
Per contra, en el model de C. glabrata, el tractament d’ALT amb anidulafungina, van
obtenir una reduccio significativa en comparacié amb els altres grups de tractament, tant
del recompte de logio d’'UFC com del percentatge de negativitzacio de les puntes dels
catéters a les 48 hores de tractament.

Conclusions: Per les soques de C. albicans, tant la LAmB com I'anidulafungina poden
ser tractaments d’antifungal lock technique prometedors per les infeccions de catéter de
llarga durada. En contraposicio, I'anidulafungina sembla ser més eficag per tractar
aquest tipus d’infeccions produides per C. glabrata. Aixi doncs, per les diferents
espécies de Candida, la técnica de I'antifungal lock technique pot ser una alternativa
terapéutica a la retirada del catéter de llarga durada en els casos seleccionats de

pacients en que aquesta no és possible.
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Abstract

Objective: To evaluate the effectiveness of liposomal amphotericin B (LAmB) and
anidulafungin against C. albicans and C. glabrata strains in vitro and in a rabbit model of
catheter-related infection using the antifungal lock technique (ALT).

Methods: Two C. albicans and two C. glabrata clinical strains were used. The MBECg
values were determined after 48h of treatment with LAmB and anidulafungin. Confocal
microscopy was used to visualize the morphology and viability of yeasts growing in
biofilms. Central venous catheters were inserted into New Zealand rabbits, which were
inoculated of each strain of C. albicans and C. glabrata. Then, catheters were treated for
48 h with saline or with ALT using either LAmMB (5 mg/mL) or anidulafungin (3.33 mg/mL).
Results: In the experimental model of C. albicans catheter-related infection, lock therapy
with LAmMB or with anidulafungin had similar efficacy. In contrast, in C. glabrata model,
anidulafungin lock therapy achieved significantly better results compared to the other
treatments.

Conclusions: For the C. albicans strains, both LAmB and anidulafungin may be
promising ALT for long-term catheter-related infections; howerver, anidulafungin showed
significantly higher activity than LAmMB against the C. glabrata strains. Antifungal lock
technique was an alternative to catheter removal for selected cases of long-term

catheter-related bloodstream infections caused by Candida spp.

Keywords:

Liposomal amphotericin B / anidulafungin / C. albicans / C. glabrata | catheter-related

infection / biofilm.
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Introduction

Candida spp. are the fourth most common cause of nosocomial bloodstream infection
(BSI) worldwide with an incidence of 8.1 cases/100 000 inhabitants in Spain during the
years 2010-2011 and an attributable mortality rate of 31%."

Although Candida albicans remains globally the most common fungal isolate from blood,
substantial increases in the prevalence of non-albicans Candida spp. have been
reported, with proportions of 45 and 55%, respectively."? Cases of non-albicans Candida
BSI are commonly caused by Candida parapsilosis (24.9%), Candida glabrata (13.4%)
and Candida tropicalis (7.7%)."2

Central venous catheters (CVCs) appear to be the most common risk factor for the
development of candidemia in patients without neutropenia or major
immunodeficiencies. These infections are closely related to the ability of Candida to form
biofilms on artificial surfaces;** this ability poses an important therapeutic issue because
fungal cells encased in biofiilms are known to display a reduced susceptibility to
antifungals compared to their planktonic counterparts.* The treatment of long-term
catheter-related BSI (CRBSI) caused by Candida spp. requires the removal of the
catheter and systemic treatment with fluconazole or an echinocandin for two weeks,>®
although some studies have noted that the impact of this practice has failed to improve
the outcome in subgroups of patients.” On the other hand, catheter removal is not always
possible (i.e., in subsets of patients who have a surgically implantable catheter with no
other available vascular access or who have profound thrombocytopenia); thus, the need
arises for a therapeutic option that allows the conservative management of the catheter-
related infection, such as the antifungal lock technique (ALT), which consists of locking
catheters with a high concentration of an antifungal solution.® This conservative strategy
would be useful in select circumstances, for example, in uncomplicated cases in which
catheters are infected with Candida spp. but are greatly needed or unsafe to remove.
Few investigations published to date have been focused on the in vivo usefulness of ALT

to treat C. albicans and C. glabrata catheter-related infections.® According to The
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Infectious Diseases Society of America (IDSA),° the data are insufficient to support
specific recommendations for the use of ALT for catheter salvage in the management of
CRBSI caused by Candida spp.

This study had two purposes. The first purpose was to assess the in vitro susceptibility
of C. albicans and C. glabrata growing on silicone discs to LAMB and anidulafungin, and
the second purpose was to assess the effectiveness of anidulafungin at 3.33 mg/mL
compared with LAmB at 5 mg/mL for the treatment of experimentally induced C. albicans

and C. glabrata catheter-related infections by the antifungal lock technique.

Materials and methods

Strains

Four well-characterized biofilm-producing Candida spp. strains were used. Two C.
albicans (CA176 and CA180) and two C. glabrata (CG171 and CG334) strains were
isolated from patients with CRBSI. For quality control, the ATCC C. parapsilosis 22019

reference strain was used. The strains were stored at -80°C in skim milk.

Antifungals

Liposomal amphotericin B (LAmB) was provided by Gilead Sciences, Inc. (Madrid,
Spain), and anidulafungin was provided by Pfizer, Inc. (Madrid, Spain). For the in vivo
animal model of infection, the concentrations used were 5 mg/mL for LAmB and 3.33
mg/mL for anidulafungin. These concentrations were the highest possible due to the
concentration provided in the commercial drug vial. The drug dilutions were prepared
according to the manufacturers’ instructions. The treatments were supplemented with

100 IU/mL of sodium heparin.

In vitro studies

Susceptibility studies
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The MICs of LAmB and anidulafungin for the two C. albicans and the two C. glabrata
strains were determined by the broth microdilution method according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines and
breakpoints.'® For the biofilm formation assay, we followed the protocol described by
Chandra et al.,"" with slight modifications. The C. albicans and C. glabrata strains were
grown overnight in Yeast Nitrogen Base medium (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain) with
50 mM dextrose (YNBD) at 37°C with continuous shaking at 60 rpm. After centrifugation,
the cultures were washed twice with sterile PBS (pH 7.2) and were resuspended at a
final concentration of 1:10” blastoconidia/mL. Then, inocula were applied to 12-well
plates, and silicone elastomer discs (15 mm diameter x 1.5 mm; Merfasa SL, Barcelona,
Spain) were added. The silicone discs were incubated for 90 min at 37°C and were then
placed in a new plate containing brain heart infusion (BHI; Becton, Dickinson and
Company, Le Pont de Claix, France) medium. These plates were incubated for 48 h at
37°C with continuous shaking at 60 rpm. The silicone discs that contained the fungal
biofilm were placed on a new plate containing various two-fold dilutions of LAmB and
anidulafungin and were incubated at 37°C for 48 h. For the evaluation of the minimum
biofilm eradication concentration for 90% eradication (MBECy), the silicone discs were
placed in a new plate with fresh BHI. The biofilm was scraped (Sarstedt, Inc., Newton,
NC, USA) and serially diluted, and the yeast cells were enumerated by the viable count
method. The MBECgq was defined as the minimum concentration of antimicrobial
required to reduce the biofilm cell numbers (relative to the initial inoculum size) by

>90%."2 All experiments were performed in triplicate.

Confocal laser scanning microscopy assay

The effect of different concentrations of LAmB and anidulafungin on the growth of C.
albicans and C. glabrata biofilm on silicone discs was visualized using confocal laser
scanning microscopy (CLSM) with an Olympus FV1000 microscope with excitation

wavelengths of 488 and 568 nm. The biofims were stained using a Live/Dead®
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BacLight™ Viability Kit (Molecular Probes, Invitrogen, Leiden, The Netherlands). Briefly,
this technique consisted of staining the cells encased in the biofilm with a mixture of
SYTO 9 (3.34 mM solution in DMSO) and propidium iodide (20 mM solution in DMSO)
and incubating at room temperature in the dark for 30 min to distinguish between dead
cells and cells that remained alive after antifungal exposure. Three areas of the biofilm
on each silicone disc were scanned with a 2 ym step size. Simultaneous dual-channel
imaging was used to display the green and red fluorescence. The IMARIS 8 software
(Bitplane, Belfast, UK) was used to create a projection view of the formed biofilms, and
the Imaged 1.45s software package (developed at the National Institutes of Health,
Bethesda, USA) was used to calculate the percentage of green (live) and red (dead)

pixels. All experiments were performed in triplicate.

In vivo studies

Ethics statement

The experimental protocol was approved by the Animal Experimentation Ethics
Committee of Vall d’Hebron Research Institute (registration number 73.12 CEEA) and

the Ministry of Environment of the Catalan Government (registration number 7863).

Catheter-related infection model

The animal model was based on our previous studies.' New Zealand white male rabbits
(Granja Riera, Barcelona, Spain) weighing 2.0 to 2.2 kg were singly housed under a
reversed 12 h/12 h light/dark cycle with water and food ad libitum throughout the
experiment. Briefly, a catheter made of sterile silicone tubing (SILASTIC®, ID/OD:
0.45/0.77 inch, Dow Corning Corporation, MIl, USA) was inserted into the internal jugular
vein at a depth of up to 8 cm and secured with silk suture. After placement, the catheters
were inoculated with 0.35 mL of a suspension containing 1-10” blastoconidia/mL of C.
albicans and C. glabrata. The inoculum was locked in the lumen of the catheter for 48 h

and was carefully withdrawn by aspiration immediately before starting ALT. The
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treatment groups were as follows: untreated control (normal saline 0.9%), LAMB at 5
mg/mL and anidulafungin at 3.33 mg/mL. The catheters were locked with 0.4 mL of each
treatment for 48 h. Then, the animals were euthanized, and the catheters were removed
for microbiological evaluation. The distal 4 cm of each catheter was cut, submerged in
BHI and sonicated at 50 Hz for 10 min for quantitative culture. The sonication products
were washed twice by centrifugation, and the pellet was serially diluted, plated, and
incubated on Sabouraud agar (Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain) plates for 48 h at 37°C.
After incubation, a colony count was performed. The results were expressed as log1o

total colony-forming units (CFU).

Statistical analysis

The catheters yielding negative results were compared. The percentage of negative
cultures obtained in each treatment was analysed using Fisher's exact test, and the
mean of logioc CFU recovered from the catheter tips was compared using one-way
ANOVA and Tukey’'s post-hoc test. Statistical analysis was performed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) version 16
package program. P-values of < 0.05 were considered statistically significant. P-values

> 0.05 were not statistically significant (p NS).

Results
In vitro studies

Susceptibility studies

The results of the susceptibility study can be seen in Table 1; the C. albicans and C.
glabrata isolates used in our study were susceptible to both LAMB and anidulafungin,
according to the interpretation of susceptibility defined by the most recent EUCAST

breakpoints.
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Anidulafungin was >1000-fold more effective than LAmMB against both C. albicans strains
growing on silicone discs (MBECg anidulafungin vs. MBECg LAMB: CA176, 0.03 vs.
128 mg/L; CA180, 0.5 vs. 64 mg/L).

For the C. glabrata strains growing on silicone discs, anidulafungin was >10 and >100-
fold more effective than LAmMB against the CG171 and CG334 strains, respectively
(MBECgo anidulafungin vs. MBECg LAMB: CG171, 0.5 vs. 64 mg/L; CG334, 2 vs. 32

mg/L).

Table 1. In vitro susceptibility of Candida albicans and Candida glabrata strains to LAMB

and anidulafungin.

LAmB Anidulafungin
Strain MIC (mg/L) MBECg (mg/L) MIC (mg/L) MBECg, (mg/L)
CA176 0.5 128 0.0017 0.03
CA180 0.5 64 0.0035 0.5
CG171 1 64 0.015 0.5
CG334 0.5 32 0.007 2

LAmB, Liposomal Amphotericin B; MIC, minimum inhibitory concentration; MBECg0, minimum

biofilm eradication concentration for 90% eradication.

Confocal laser scanning microscopy assay

CLSM was used to visualize the morphology and viability of Candida spp. growing on
silicone discs for 48 h using a Live/Dead® staining technique. Figures 1 (a) (b) and 2
(a) (b) represent the percentage of viable cells after 48 h of treatment against the tested
strains of C. albicans and C. glabrata, respectively.

At high concentrations, LAmB and anidulafungin had similar effects on the reduction of

cell viability in the biofilms of both C. albicans strains. The reduction in cell viability due
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to treatment with anidulafungin at 3,333 mg/L approached or exceeded 90% for both the

CA176 (Figure 1a) and CA180 (Figure 1b) strains; LAmB at 5000 mg/L had a similar
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Figure 1. Viability assay of Candida albicans biofilm. (a) Viability of CA176. (b) Viability of CA180.
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(b) Live/Dead® fluorescence imaging of CA176 and CA180. LAmMB, Liposomal amphotericin B;

anidula, anidulafungin.

Regarding the C. glabrata strains, the effects of high concentrations of LAmMB and
anidulafungin were different for the two strains studied. Anidulafungin at 3,333 mg/L
demonstrated better efficacy (87% cell death) than LAmB at 5000 mg/L against the
CG171 strain (Figure 2a). In contrast, LAmB and anidulafungin had a similar effect (cell

death greater than 90%) against the CG334 strain (Figure 2b). Note that in response to
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anidulafungin at a low concentration of 0.06 mg/L, the reduction in C. glabrata viability
was greater than 70% for both strains (CG171: 70%; CG334: 96%).

The visualization of Candida spp. morphology by CLSM (Figure 1c and 2c: 60x
magnification) revealed small, ovoid colonies in the groups treated with different
concentrations of LAmB and high concentrations of anidulafungin; this morphology was
the same as that observed in the growth control group. Interestingly, we observed a
large, globose morphology in the C. albicans strains when biofilms of these strains were
treated with low concentrations of anidulafungin, suggesting a structural defect in the cell

surface of these strains. However, this effect was not observed in the C. glabrata strains.
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Figure 2. Viability assay of Candida glabrata biofilm. (a) Viability of CG171. (b) Viability of CG334.
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(b) Live/Dead® fluorescence imaging of CG171 and CG334. LAmB, Liposomal amphotericin B;

anidula, anidulafungin.
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In vivo studies

Catheter-related infection model

The results obtained from the rabbit catheter tip cultures after sonication and
centrifugation are shown in Table 2. For catheter-related infection due to either strain of
C. albicans, the fungal load recovered from the catheter tips in both the anidulafungin-
or LAmB-lock therapies treated animals and the untreated control animals was similar
(CA176:3.6 £0.3 log10 CFU, p<0.0001; CA180: 3.8 £0.1 log1o CFU, p<0.01). However,
there were differences between the two strains with respect to the negativization of the
catheter tips. In the rabbits infected with the CA176 strain, only half of the catheters in
the LAMB lock therapy group were sterile (control group: 0%; anidulafungin group: 40%;
p < 0.05 vs. untreated control group). In the animals infected with the CA180 strain, the
anidulafungin- and LAmB-lock therapies achieved the same rate of catheter tip
negativization as did no treatment (83% in both treatments, p < 0.01).

In the animals infected with either strain of C. glabrata, the colony counts from the
catheter tips after 48 h of antifungal lock therapy were significantly lower in the animals
treated with lock therapy with anidulafungin than in those treated with lock therapy with
LAmMB (CG171, p <£0.05; CG334, p < 0.01). Compared with no treatment, lock therapy
with anidulafungin at 3,33 mg/mL resulted in a significant reduction in CFU recovered
from the catheter tips; this reduction was more than 4.8 log1o CFU for both strains of C.
glabrata (CG171: 4.8 log1o CFU, p < 0.0001; CG334: 5.1 log1o CFU, p <0.0001). Note
that anidulafungin at 3,33 mg/mL was the only antifungal treatment that resulted in a
significant percentage of negative catheter cultures for both strains after 48 h: 64% for
strain CG171 (control: 0%; LAmMB 5 mg/mL: 21%; p < 0.05) and 100% for strain CG334

(control: 0%; LAMB 5 mg/mL: 29%; p < 0.01).
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Table 2. Results of antifungal lock therapy for Candida albicans and Candida glabrata

strains.
C. albicans strains C. glabrata strains
CA176 CA180 CG171 CG334
Treatment Logiw CFU Logiw CFU Logiw CFU Logi CFU
Negative / Negative / Negative / Negative /
(mean + SD (mean + SD (mean + SD (mean + SD
total (%) total (%) total (%) total (%)
[95% CI]) [95% CI]) [95% CI]) [95% CI])
Control 0/10 (0) 5.1+05(4.8-55)  0/4(0) 4.0+ 1.0 (2.5-5.5) 0/10 (0) 5.7 £ 0.4 (5.5-6.1) 0/7 (0) 5.1+ 0.7 (4.4-5.8)
LAmB 5 mg/mL 5/10 (50)® 1.2+ 1.3(0.2-2.0)®  5/6 (83)° 0.3+0.8(0.5-1.2)° 3/14 (21) 21+1.2(1.4-2.8)° 2/7 (29) 1.4+1.0(04-2.3)°
Anidula 3.33 mg/mL  4/10 (40) 1.8+15(0.7-2.9)° 5/6(83)° 0.2 0.7 (0.4-1.0) 7/11(64)°¢  0.9+1.3(0.1-1.8)®¢  8/8(100)*¢ 0.0 % 0.0 (0.0-0.0) b®

The results are given as the ratio of the negative catheter cultures to the total number of
catheters (expressed as percentages), and the median total CFU (expressed in logio CFU).
LAmB, Liposomal amphotericin B; Anidula, Anidulafungin. 2 p < 0.05 vs. control, ° p < 0.0001

vs. control and ¢ p < 0.01 vs. control. 9p < 0.05 vs. LAmB. ¢ p< 0.01 vs. LAMB

Discussion

This study had two purposes. The first purpose was to assess the in vitro susceptibility
of C. albicans and C. glabrata growing on silicone discs to LAMB and anidulafungin, and
the second purpose was to assess the effectiveness of anidulafungin at 3.33 mg/mL
compared with LAmB at 5 mg/mL for the treatment of experimentally induced C. albicans
and C. glabrata catheter-related infections by the antifungal lock technique.

Focusing on the in vitro MBECg assays, we found that anidulafungin was more effective
than LAmB against C. albicans and C. glabrata biofilms growing on silicone discs. In
contrast, we obtained different results in the cell viability tests. Both anidulafungin at 3.33
mg/mL and LAmB at 5 mg/mL had a similar efficacy (cell death >90%) against C.
albicans strains. In contrast, against C. glabrata, anidulafungin demonstrated better
efficacy than LAmB against the CG171 strain, and both treatments (anidulafungin and
LAmB) achieved a similar effect against the CG334 strain (cell death >90%).

Rapid salvage after catheter-related infection is likely to be clinically important because
it allows earlier access to long-term catheters, thereby improving patient outcomes. This

rapid salvage effect was obtained by lock therapy with either 3.33 mg/mL of
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anidulafungin or 5 mg/mL of LAmB for 48 h in our experimental model of C. albicans
catheter-related infection. Note that although both antifungals decreased the fungal load
in the catheters infected with the two strains of C. albicans, a significant sterilization of
the catheter tips was only achieved for one of the two strains studied. In contrast, in the
experimental model of C. glabrata catheter-related infection, lock therapy with
anidulafungin resulted in a significant reduction in fungal load recovered from the
catheter tips compared to that achieved by LAMB for both strains. Likewise, only
anidulafungin treatment resulted in negative catheter tip cultures. These data are in
accordance with our previous published study, in which lock therapy with anidulafungin
showed the highest activity against experimental catheter-related C. parapsilosis
infection.' Our study thus identifies ALT as a fast and highly effective treatment that is
an alternative to catheter removal for those selected cases; however, the ALT regimen
assessed in our study is Candida species-dependent. For catheter-related infection by
non-albicans Candida spp., such as C. glabrata and C. parapsilosis, we could use lock
therapy with anidulafungin, and for catheter-related C. albicans infection, we could use
either anidulafungin or LAmB, assuming that the efficacy against some strain may be
lower. Note that we would have to use high concentrations of either antifungal: 3.33
mg/mL of anidulafungin or 5 mg/mL of LAmB.

The minimal differences observed between the results of our in vitro efficacy studies of
anidulafungin and LAmB against C. albicans and C. glabrata growing in biofilms and
those of our animal model highlight the importance of testing treatments in experimental
models. We acknowledge that the complexity of the environment surrounding
intravascular catheters makes it difficult to accurately duplicate the in vivo conditions in
the in vitro models. For example, despite the attempts to introduce an in vitro flow model,
the flow characteristics of the host blood circulation cannot be satisfactorily emulated. It
is also very complicated to include all host proteins and humoral immune components in
these in vitro models. Accordingly, not even the most sophisticated technology could

mimic the complicated interactions among cells, tissues and organs that occur in the
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patient during catheter-related infection. It is our responsibility to search for the safest

and most effective treatment for those patients who can benefit from it.

Our results are similar to those reported in an experimental model of C. albicans
infection, which demonstrated no difference between ALT with caspofungin or LAMB;'™>
'> however, Schinabeck et al.,'”* Chandra et al.," and Shuford et al."® demonstrated
catheter sterilization after 7 days of ALT with LAmB, deoxycholate AmB (dAmB), or
caspofungin. Our studies only treat with ALT for 48 h because we believe that rapid
clearance of the pathogen in an infected central venous catheter would likely be clinically
important. In contrast to earlier findings, which argue that there were no differences
between ALT with caspofungin or LAmB against C. glabrata isolates, our model of ALT
demonstrates paradoxical behaviour of C. glabrata biofilms on the catheters in response

to LAmB and anidulafungin.

In general, the published in vitro data have shown that dAmB and echinocandins such
as caspofungin or micafungin have high activity against C. albicans and C. glabrata
growing in biofilms.'® Nevertheless, anidulafungin and lipid formulations of AmB have
been rarely investigated using in vitro susceptibility biofilm models. Oncu et al."’ tested
the effect of dAmB compared with caspofungin against C. albicans on silicone catheter
segments and demonstrated complete growth inhibition. Ramage et al.'® and Kawai et
al.’® demonstrated a dose-dependent activity of LAmB against C. albicans and C.
glabrata biofilms, a result similar to that observed in our study. Also in accordance with
our findings, Cateau et al.*® demonstrated the efficacy of 48 h of echinocandin
(caspofungin and micafungin) treatment against young and mature biofilms of C.
albicans and C. glabrata on silicone catheter segments. In contrast to our results, Ko et
al?" did not show inhibition of biofilm growth in response to dAmB and echinocandin
(caspofungin) treatment; the clearest explanation for these results is that polyurethane

was used as the biofilm growth material, and as in our previous study,’? other studies
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have demonstrated that the adherence, formation and susceptibility of Candida spp.

biofilms depends on the material to which the yeast attaches.?*?*

Our results show that after exposing biofilms of C. albicans and C. glabrata growing on
silicone discs to different concentrations of LAmB and anidulafungin, the MBECg
antifungal concentration of obtained after the discs were scraped and cultivated in
Sabouraud agar was lower than the viability observed with the Live/Dead® technique
and visualized with CLSM. This finding is in agreement with the results of Salma et al.,?®
which showed the existence of a viable but nonculturable (VBNC) state in S. cerevisiae.
The concept of a VNBC state has been thoroughly studied in bacteria but not in yeast,
and our study is the first to describe such a state in Candida spp. This phenomenon is
characterized by the ability of the cells to maintain detectable metabolic activity but an
inability to grow on culture media, and it arises as the result of the stress response; in
this case, the stress is a result of exposure to antifungals. The recovery of cultivability is
possible if the stress is removed, but only if the cells were in this state for a short period

of time.

Few data have been published regarding the conservative management of CRBSI
caused by Candida spp. in humans. Imbert et al.’® have recently reviewed the literature
discussing the antifungal solutions used for lock therapy and have reported all of the
clinical studies with C. albicans and C. glabrata. Although it is well-recognized that the
safest option for these patients is catheter removal, this measure is not always possible
(i.e., if no alternative venous access exists, if the patient suffers from significant
haemorrhagic diathesis, or if quality of life issues take priority over the need for the
reinsertion of a new catheter at another site). Even in paediatric patients, in whom it is
sometimes very difficult to establish a central line, some authorities have recommended
trying in situ treatment for 72 h when the patient shows no clinical deterioration.?

Regarding cases of catheter-related C. albicans infection; 5 out of 5 patients treated with
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27-2% and Buckler et

ALT using dAmB at 2 to 2.5 mg/mL demonstrated catheter salvage,
al.*® achieved a catheter salvage rate of 50% (1 out of 2 cases) using lock therapy with
LAmMB at 2.67 mg/mL. Four cases of catheter-related C. glabrata infection using lock
therapy with AmB have been reported;? only 1 out 3 cases achieved catheter salvage
using dAmB at 2.5 mg/mL, and one patient was treated and cured by using ALT with
dAmB at 5 mg/mL. Interestingly, the literature does not report the use of anidulafungin-
lock therapy to treat catheter-related C. albicans or C. glabrata infection.

We consider a treatment duration of 48 h to be the turning point for maintaining long-
term clinical outcomes and avoiding possible complications of infection; in the present

study, anidulafungin at 3.33 mg/mL resulted in a higher percentage of negative catheter

tip cultures at that time point.

In conclusion, ALT with anidulafungin provided a fast decrease in biofilm-embedded
concentrations of C. albicans and C. glabrata and resulted in negative catheter tip
cultures after 48 h of treatment in the majority of animals. For catheter-related C. albicans
infection, ALT with either anidulafungin or Liposomal Amphotericin B was equally
effective in eradicating infection, although one of the two tested strains did not attain
negative catheter cultures at 48 h. Nevertheless, against C. glabrata, only ALT with
anidulafungin at 3.33 mg/mL resulted in a high percentage of negative catheter tip
cultures at the critical time point of 48 h; thus, this regimen may be useful as an antifungal
lock therapy in the treatment of catheter-related infection due to C. glabrata. The results
of this study support lock therapy with anidulafungin at 3.33 mg/L or Liposomal
Amphotericin B at 5 mg/L as an adjunctive therapeutic option to systemic treatment in
selected cases of long-term CRBSI caused by C. albicans. In patients with long-term
CRBSI caused by C. glabrata, we recommend anidulafungin as an elective antifungal

lock therapy.
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