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1  Biofilms y salud



JAlguna vez
presentaron
una situacion
relacionada a

la presencia
de biofilms?



5> Biofilms y salud

Biofilms (BF) de la mucosa vaginal:

- Lactobacillus acidificacidon del pH vaginal por fermentacién de
glucégeno (prevencion de la colonizacién por microorganismos
patdogenos)

Placa dental: biofilms formados sobre la superficie de los dientes
-Protegen frente a la colonizacién por otros patégenos exégenos. Este

biofilm suele estar compuesto en una persona por 20-30 especies
bacterianas distintas: Streptococcus y Actinomyces spp.

4
Lasa, 2005. An. Sist. Sanit. Navar. 28 (2): 163-175



Biofilms
can often be
good bactaria
but there is also

the bad...




2 Biofilms y enfermedad



THE BIOFILM LIFESTYLE OF UROPATHOGENS
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65% de las infecciones

bacterianas se asocian con
biofilms

Muhsin J et al. Journ Chin Med Assoc 81(1):p

7-11, 2018. ’


https://journals.lww.com/jcma/toc/2018/01000
https://journals.lww.com/jcma/toc/2018/01000

Biofilm y enfermedad

Asociado a dispositivos
médicos

-Lentes de contacto

-Tubos endotraqueales

-Catéteres vasculares
centrales/periféricos

-Valvulas cardiacas protésicas,
marcapasos

-Implantes mamarios
-Catéteres urinarios
-Protesis osteoarticulares

-Derivaciones ventriculares

No asociadas a dispositivos
médicos

-Otitis media/ sinusitis cronicas
-Caries/ periodontitis

-Laringitis cronica

-Endocarditis

-Infeccion pulmonar en fibrosis quistica
-Litiasis urinaria

-Infeccion del tracto biliar

-Infeccion urinaria

-Osteomielitis

-Infeccidn cronica de heridas



Table 4 Microbes producing biofilms associated with medical devices

Microbe

Reference

Type of implant
. Contact lenses
Prosthetic valve

Urinary catheters
Intravascular
catheters
Prosthetic joints
Pacemakers

Voice prostheses

Endotracheal tube

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Staphyvlococcus
aureus

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Propionibacterium

Mycobacterium fortuitum

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella ornithinolvtica
Chryseobacterium meningosepticum

Klebsiella pneumoniae and Candida spp.

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphvlococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis and Staphyvlococcus aureus
Rothia dentocariosa, Candida albicans and Candida tropicalis
Candida albicans and Candida tropicalis

Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa

Szczotka-Flynn et al. (2009), Dutta et al.
(2012)

Wang et al. (2007), Guio et al. (2009),
Bosio et al. (2012)

Stickler (2014), Djeribi et al. (2012)
Lin et al. (2010), Singhai et al. (2012)

Song et al. (2013)

Lower et al. (2011), Santos et al. (2011)
Elving et al. (2002), van der Mei et al. (2014)

Gil-Perotin et al. (2012), Vandecandelaere
et al. (2012)



% Biofilms e ITU asociada a catéter

ITU asociada a catéter (CAUTI) principal causa de infecciones
nosocomiales (40%).

20% de los pacientes hospitalizados tiene un catéter urinario

Definicion CAUTI: ITU que ocurre durante la permanencia del
catéter o en las siguientes 72 h tras su retirada

Bacteriuria asociada al cateterismo urinario se refiere a la
presencia de un recuento significativo de bacterias en el
urocultivo, en ausencia de sintomas urinarios (lo mas frecuente).

Bouhrour N (2024). Pathogens.

Azevedo (2016), Critical Reviews in Microb.
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5>  Biofilms e ITU asociada a catéter

- Infeccién del tracto urinario (ITU): infeccidon que compromete
algun sector del tracto urinario desde la uretra, vejiga, ureteres,
hasta los rifiones.

- 75% de las ITU adquiridas en los hospitales se asocian al uso de
catéteres urinarios

- El principal factor de riesgo de desarrollar una ITU asociada a
catéter es el uso prolongado del mismo (aumenta 3-7% cada dia
de cateterismo)

Bouhrour N (2024). Pathogens.

Pigrau, 2013. Enferm Infecc Microbiol Clin.

Hooton, 2010.
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Biofilms
5 e ITU asociada a
catéter

Flores-Mireles, 2015. Nat Rev Microbiol.
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Biofilms

‘ e ITU asociada a

catéter

Bladder

) Urine flows

Ul'ethra down catheter
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Foley catheter
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Patogénesis de la
formacion de

5>  biofilms sobre
catéteres
urinarios

Azevedo (2016), Critical Reviews in Microb.

(a)

Microorganisms from

-urcthra,
- periurcthral skin
- endogenous intestinal flora

can migrate extraluminally.

Contamination dunng the
urinary catheter insertion.

Microorganisms in the urne can
grow in the drainage bag and
ascend intraluminally through the
lumen of the urinary catheter

Cd —_— L4
L mfm:lgnu; Crystal
mMiCToonganisms

Ureter

Drainage bag

L Conditioning film
==
Planktonic
0:0, ./ cells

11, Attachment
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11 Growth of microorganisms
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IV. Biofilm maturation
and detachment
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Patogénesis de la
formacion de
biofilms sobre
catéteres
urinarios
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Biofilms e ITU asociada a catéter:
etiologia

Corto plazo Prolongado

(menor 7 dias): (sem-meses):

) ) Polimicrobiano
monomicrobiano

Azevedo (20186), Critical Reviews in Microb.



Biofilms e ITU

asociada a
cateter:
etiologia

(a)

Most prevalent microorganisms

u E. coli

w Enterococcus sp.
u Klebsiella sp.

u Proteus sp.

® Morganella sp.

® Candida sp.

« P. aeruginosa

» Enterobacter sp.

u Coagulase-negative staphylococci
® Acinetobacter sp.

(b)

Other microorganisms
Prokarya

Gram-negative
Delftia tsuruhatensis Providencia stuartti
Sphingomonas sp. Pantoe sp.
Oxalobacteraceae sp. Serratia odorifera
Achromobacter xylosoxidans Yersinia rohdei
Burkholderia fungorum Burkholderia cepacia
Hafnia alvet Flavobacterium sp.
Kluyvera cryocrescens Ralstonia pickertii
Serratia marcescens S pin ltophilia
Bordetella bronchiseptica Providenciaretigeri
Peptoniphtlus asaccharolyticus | Citrobacter sp.

Gram-positive
Streptococcus pneumoniae Mycobacterium intravellulare
Peproniphilus asaccharolyticus | Raoultella terrigena
Finegoldia magna

Azevedo (20186), Critical Reviews in Microb.




Diagnostico de ITU asociada a
catéter

- ITU relacionada con el cateterismo urinario la que se presenta
durante la permanencia del catéter o en las siguientes 72 h tras su
retirada

-Bacteriuria asociada al cateterismo urinario se refiere a la

presencia de un recuento significativo de bacterias en el
urocultivo, en ausencia de sintomas urinarios (lo mas frecuente).

Pigrau, 2013. Enferm Infecc Microbiol Clin.
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» Biofilm en infeccion de protesis
osteo-articular

Frecuencia:
- 0,3a1,7% de la protesis de cadera
- 0,82 1,9% en proétesis de rodilla

- 3 a25% implantes osteo—articulares

Mayor riesgo en los primeros 2 afos

19



X Biofilm en infeccién de proétesis dsteo-articular

Causas de pérdida de protesis articular:

Aséptica

Séptica (infecciosa): Cocos Gram +: 75%
Staphylococcus coagulasa negativos: 35%
Staphylococcus aureus: 25%
Enterobacterias, Pseudomonas: 10%
Streptococcus, Enterococcus: 10%

20



Table 1
Description of prosthetic joint infection by time from arthroplasty
Delayed Onset
Early Prosthetic Joint (3-12 mo After
Infection Arthroplasty) Late Onset
Synovial fluid
White blood cell  >10,000 >3000 >3000
count (cells/uL)
PMN (%) >90 >80 >80
Serum CRP (mg/L) >100?" >10 >10
Serum ESR (mm/h) Not useful >30 >30
Clinical presentation Acute onset Subacute joint pain; Systemic symptoms
Wound drainage, possible sinus tract more likely with
fever, erythema, formation, which concomitant
=¥ : CTTTTTSTesehe cteremia, pain
Mj ogic Virulent organisms Less virulent S aureus
differential S aureus Coagulase-negative  B-Hemolytic
Aerobic gram negative staphylococci streptococci
Polymicrobial Enteroccus Gram-negative
Anaerobic Cutibacterium bacilli 4
Etiology Acquired durmng ATquiTed-auring Hematogenous
arthroplasty arthroplasty, from other <::|
early postoperatively infectious focus
Histopathology More than 5 PMNs per high-power field in 5 high-power fields
Typical laboratory values derived from International Consensus definition.?® Low virulence organ-
ism criteria could not be met, yet PJI still is present. Infect Dis Clin N Am (2018)
Data from Parvizi J, Gehrke T, International Consensus Group on Periprosthetic Joint Infection. https://doi.org/10.1016/j.idc.2018.06.005

Definition of periprosthetic joint infection. J Arthroplasty 2014;29(7):1331.



Aseptic loosening Septic loosening
| Prosthesis
Periprosthetic
interface membrane /
periprosthetic
microenvironment
Bone tissue
.‘
9 PMMA/UHWPE . :
£ wear particles nyohm‘.' ;Receplors RANK-L B RANK
’ Staphylococeus {7<< Extracellular matrix

Josse J. Front. Microbiol. 10:1602.
doi: 10.3389/fmicb.2019.01602



Biofilms

DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE
LAS INFECCIONES
RELACIONADAS CON
LA FORMACION DE
BIOPELICULAS
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Infeccion asociada a

la formacion de
biopeliculas

Infecciones relacionadas con la formacion de bio

Muestras adecuadas

Observacion

microscopica

peliculas en Tejidos

Procesamiento previo al cultivo

Secreciones bronquiales
(esputo espontaneo,

Agitacion con solucién salina,

Infeccion pulmonar : 4
Creiica esputo inducido, lavado Gram na G S
broncoalveolar o
broncoaspirado)
S iU : Agitacion con cién salina,
Rinosinusitis crénica Secreciones purulentas Gram gitacion <0 _splu R sana
sonicacion suave
Exudados, pus, En funcidn de la consistencia
Oftitis croénica aspirados Gram (agitacion con solucion salina,
(timpanocentesis) sonicacion suave)
EEEEkn sfonica £ Biopsias Gram Procesamiento de biopsias?
herida
Infeccion en pacientes oy : S
quemados Biopsias Gram Procesamiento de biopsias
nfeccic valvula :
bRfes il o A Hemocultivos Gram No
cardiaca nativa
Orina comienzo miccion,
orina chorro medio,
Infeccion prostatica secrecion prostatica y Gram No
orina post masaje
prostatico
4 : No (no se recomienda la realizacion
Secrecion vaginal Gram

Vaginosis

de cultivo)

24



Infecciones relacionadas con la formacion de biopeliculas en cuerpos exégenos

Infeccion asociada a
catéter vascular

Sin retirar catéter:
hemocultivo

Gram

No

Con retirada de catéter:
punta catéter

Gram rodado®

Controvertido® (sonicacion, lavado
intraluminal, etc), método standard
Maki sin procesamiento previo

" . Hemocultivos Gram No
Endocarditis sobre valvula S Tesimbiash Valilaro
cardiaca protésica P ; 5 Gram Procesamiento de biopsias?®
necropsia: vegetacion
Infeccién asociada a Sin retirada dispositvo:
z 7% 1 Gram No
dispositivos de hemocultivo
electroestimulacion:
Marcapasos,
desfibrilidadores Con retirada dispositivo: e o
implantables y dispositivo Gram Sonicacion dispositivo
dispositivos de
resincronizacion
Secreciones bronquiales
(esputo espontaneo,
Neumonia asociada a esputo inducido, Gram Agitacion con solucién salina,
ventilacion mecanica aspiracion nasotraqueal, sonicacion suave
aspiracion endotraqueal,
broncoscopia)
o : Liquido sinovial Gram No
Infeccion asociada a = e = - T
S : Tejido periprotésico. No Procesamiento de biopsias
prétesis articular == = =
Prétesis Gram sonicado Sonicacion
Hiece aspcm'da 2 Orina (sonda) Gram No
sonda urinaria
Infeccién asociada a otro Dispositivo retirado Gram sonicado Sonicacién

tipo de dispositivos
biomédicos (implantes de
mama, malla abdominal,
pene, efc)

Coleccion perimplante

Gram

En funcioén consistencia (agitacion
con solucion salina, sonicacion suave)

Del Pozo L (SEIMC); 60: 2017

25



52 Microscopia

Optica
Confocal

Microscopia mediante hibridacion de fluorescencia in situ (FISH)
Microscopia electrénica

Del Pozo L (SEIMC); 60: 2017
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5 Cultivo

- De acuerdo al tipo de infeccidn: procesamiento de muestra,
medio de cultivo, incubacion
- Liberar los microorganismos de la biopelicula para que puedan
ser cultivados en los medios de cultivo:

. Sonicacion

. Trituracion

. Agitacion
-Cuantitativo o semicuantitativo

Del Pozo L (SEIMC); 60: 2017
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WAIOT GOLDEN RULES

Microbiology best practice for the diagnosis of

Diagnostico i peceac o tecilte it
Microbiologico
% de infeccion de
protesis ®
articular e

microbiologlcal
results

Drago L. . Clin. Med. 2019, 8, 933;
doi:10.3390/jcm8070933



LOS BIOFILMS

e e Biofilm: Es muy dificil de detectar
@) Es una infeccion producida
por una capa de bacterias =] Analisis Biopsias
que se adhiere a las protesis. = de sangre Son el
Es una de las causas de procedimiento
No d n 5 ;
dolor en pacientes portadores X IaC;nf:t:?:(i;é?\ habitual, pero sélo
Protesis de protesis articulares se consigue aislar
de rodilla la bacteria en el
65% de los casos
METODO DE DIAGNOSTICO PROPUESTO
0 Extraccion @ Sonicacion @ Busqueda de bacterias Q Tratamiento

de la prétesis La prétesis se introduce en p— ;

En quiréfano un recipiente y se trata con ~— | No hay bacterias —— | Se podria colocar
ultrasonidos para que las El dolor se debia -\ una nueva proétesis
bacterias se separen de ella a que la protesis - sin riesgo

— == se habia movido
‘ - Si hay bacterias Antes habra que
| Eldolor se debiaala —? . acabar con la

- > ))2) < << ‘ infeccion. Se estudia el tipo /¢ U7 infeccion con
> ) \/{ ) § << de bacteria y su perfil de ' i antibiéticos

© Cliniea | Inivercidad de Navarra 2010 Qe grest T "‘#" sensibilidad a los antibidticos
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Tolerancia a antimicrobianos en
biofilms
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AL

Mecanismos de
resistencia
convencionales

O s ..
Antibiotic
e e

Outer membrane (Gram-negative bacteria) A Restricts access
: of antibiotics

Reduced permeability

Cell wall

/Inner membrane
%nnblotic . \

inactivating .
enzyme O '

. C. Antibiotic

Antibiotic : :
¢ Antibiots resistance " modification
ntibiotic
i ene
Target site target site = R .
. alteration Antibiotic
inactivation

Antibiotic
modifying
Cytoplasm enzyme

Antimicrobial resistance in the respiratory microbiota of people with cystic fibrosis.



Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000

Resistencia / Tolerancia

Tolerancia + Tolerancia + Tolerancia +
fisica fisiologica adaptativa




T CIM 100-1000 veces

Mayor resistencia: Antibioticos, Desinfectantes y Germicidas

ad

Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000



Tolerancia . : T
fisi Matriz polisacaridica
isica

Baja
Penetracidon

> Condiciones de &

la matriz: ADN
extracelular,
oxigenacion

Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000
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Penetracion de
antibioticos en la

matriz

Antibiotic Microorganism Penetration?
Piperacillin P. aeruginosa No
Rifampin S. epidermidis Yes
Vancomycin Yes
Gentamicin P. aeruginosa No
Ofloxacin Yes
Vancomycin S. epidermidis Yes
Latamoxef E. coli Yes
Ciprofloxacin P. aeruginosa Yes
Levofloxacin Yes
Ofloxacin S. epidermidis Yes
Cefotiam Yes
Amikacin P. aeruginosa No
Ciprofloxacin Yes
Gentamicin No
Imipenem Yes
Levofloxacin Yes
Ofloxacin Yes
Piperacillin Yes
Sparfloxacin Yes
Ampicillin K. pneumoniae No
Ciprofloxacin Yes
Ciprofloxacin P. aeruginosa Yes
Tobramycin No
Rifampin S. epidermidis Yes

Table 1. Experimental measurements of antibiotic penetration into biofilms. The criterion for penetration was attainment of 30% of the
applied antibiotic concentration (or 30% of the antibiotic concentration determined in a sterile control) during the test duration.



Tolerancia
fisiologica

Alterarcion en la tasa de crecimiento

Cambios fisiologicos
Crecimiento lento
Superficie vs profundidad
Células persisters

Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000 39



Tolerancia
adaptativa

Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000 40



Genes Tasa Tratamientos Prolongados

codificantes de concentraciones suboptimas
de Resistencia hipermutacion
XX z =
S Q
Presencia de genes de Aumento en presencia de ATB Presion de seleccion ATB
resistencia Respuesta frente al stress Aumento de la biomasa

Aumento en ta gplieston Induccion de la expresion de genes de

Intercambio genético resistencia

Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000



Bjarnsholt 2013, doi:10.1038/nrd4000

Table 1 | Biofilm tolerance of antibiotics and biocides

Antibiotics and
biocides

B-lactam

Quinolones

Aminoglycosides

Antimicrobial
peptides

and other
membrane-
active biocides

Azithromycin

Physical (biofilm matrix-
related) tolerance

Diffusion partially impaired®

No impact**®

* Diffusion impaired by
alginate*

* Extracellular DNA chelates
cations and thereby
creates cation-limited
conditions; this induces LPS
modifications and impaired
self-promoted uptake of
antibiotics™*

Extracellular DNA chelates
cations and thereby
creates cation-limited
conditions; this induces LPS
modifications and impaired
self-promoted uptake of
antibiotics**?

Physiological
tolerance

No activity on
non-dividing
cells?*®

Impaired activity
in anaerobic
conditions*®

Impaired activity
on non-dividing
cells®

Adaptive tolerance*

* Induction of B-lactamase, which can impair
diffusion in the biofilm by hydrolysing the
B-lactam molecules™

* Subinhibitory concentrations induce
alginate genes”™

* Upregulation of efflux pumps as stress
response’®

* Upregulation of efflux pumps as stress
response’®

* Upregulation of PA1874-1877 multidrug
efflux pump in combination with ndv (PA14)*!

» Upregulation of MexXY efflux pumps***

* Subinhibitory concentrations induce biofilm
formation™

* ndv-dependent glucan production in
the periplasm and sequestration of
aminoglycosides in this compartment?*

* Upregulation of PA1874-1877 multidrug
efflux pump in combination with ndv***

* Specific: induction of arn operon and LPS
modification

* Nonspecific: upregulation of efflux
pumps 71

* Upregulation of efflux pumps as stress
response’®

Upregulation of MexCD-opr] efflux pump*®
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Estudios de
susceptibilidad
antibiotica

H P
PLANCTONICA BIOFILM




4

8 16
pg/mL  pg/mL pg/mL

Estudios de
susceptibilidad
‘ antibiotica
NTERMEDIA Plancténicas

' ‘ NSIBILIDAD

Métodos
UANTITATIVOS

UALITITATIVOS

RESISTENTE
INTERMEDIA
ENSIBILIDAD

CONCENTRACION

INHIBITORIA
MINIMA
(CIM)

CONCENTRACION
BACTERICIDA
MINIMA
((of:1Y)))

. —
.
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E U C A S-l- EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING /// C I_ S I

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Table 2A. Enterobacteriaceae (Continued)

Interpretive Categories and Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints, MIC Breakpolnts,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm pg/mL
Group Agent Content S ! SDD ! | ¢ R S . SDD I ’ R Comments
PENICILLINS
A Ampicillin 10 pg 217 + - |, 14-16 |, =13 €8 1 == 16 ) =32 '4) Results of amgicillin testing can be
; ased to predict results for amoxicillin.
s ! ) A ] ’ See general comment (2).

Enterobacteriaceae EUCAST Clinical Breakpoint Table v. 5.0, valid from 20

Disk diffusion (EUCAST standardised disk diffusion method)

Medium: Mueller-Hinton agar

Inoculum: McFarland 0.5

Incubation: Air, 35+1°C. 18+2h

Reading: Read zone edges as the point showing no growth viewed from the back of the plate against a dark &

illuminated with reflected light.

Quality control: Escherichia coli ATCC 25922
Penicillins’ MIC breakpoint Disk Zone diameter [Notes

(mgl/L) content breakpoint Numbers for comments on MIC breakpoints
(Hg) (mm) Letters for comments on disk diffusion
I S= R> s> R<

Benzylpenicillin - - - - 1/A. Wild type Enterobacteriaceae are categorised as susceptible to aminopenicillins.
Ampicillin 8" 8 10 1452 E 1458 Some countries prefer to categorise wild type isolates of E. coli and P. mirabilis as intermediate. When this i
Ampicillin-sulbactam FiE 82 10-10 147F 14% use the MIC breakpoint S < 0.5 mg/L and the corresponding zone diameter breakpoint S = 50 mm.
Amoxicillin ER 3 N NoteC NoteC |2- For susceptibility testing purposes. the concentration of sulbactam is fixed at 4 mg/L.
Amoxicillin.clavulanic acid 373 37 2010 19°E 195 3. For susceptibility testing purposes. the concentration of clavulanic acid is fixed at 2 mg/L.

b 2 A - 3
Amoxicillinclavulanic acid (uncomplicated UTl only) | 327 32° 2010 1675 16° 5}['):"'[;”.599"““"." testing purposes; the concentiation of tazobactamis fixed at 4. mg/l..

. Mecillinam (pivmecillinam) breakpoints relate to E. coli, Klebsiella spp. and P. mirabilis only.

Piperacillin 8 16 30 20 17




i Métodos
- de estudio

Biofilm

Al
(2

Cerrados o
estdticos

(batch cultures)

Sencillos
Reproducibles
Bajo costo
Sin contaminaciones
Destructivos

Del Pozo L (SEIMC); 60: 2017

Modelo de

biopelicula

Disponibilidad de

Placas
microtiter

Sistema cerrado

Dispositivo de
Calgary

Sistema

nutrientes? (estatico) cenfa_do
(estatico)
% Adherencia a los
< Adherencia alos pinchos/plias
Formacion de pocillos (poliestireno, (poliestireno
biopelicula polipropileno o p(?l?propil =
SLEEL policarbonato)
Pocillos incubados Biopeliculas en las
con los puas incubadas con
Estudio antimicrobianos. los antimicrobianos.
antimicrobiano Lavado, aclarado y Lavado, aclarado y
renovacion del medio renovacion del
diariamente medio diariamente
Transferencia de las
Tincién con CV biopeliculas por
Disolucién con etanol centrifugacion o
: Lectura de la sonicacion. Medida
Blomasl%r;cuemo absorbancia a 570 de la DO a 650 nm.
nm (0-6h a 37°C)
(lector de placas de Siembra de
micropocillos) diluciones seriadas
110
MEB
MLC
Analisis Estudios de viabilidad Ambas requieren
5 e, (proporcion de fijacion y tincion,
microscopico vivos/muertos) técnicas
destructivas para
las biopeliculas
Estudios de imagen
o 2 3D y viabilidad
Analisis estructural No se ha descrito (proporcion de
vivos/muertos)
Sencillo y Sencillo y
reproducible. reproducible.
Caracteristicas Bajo riesgo de Bajo riesgo de
relevantes contaminacién contaminacion
Grosor de la Grosor de la
biopelicula<50 pm biopelicula<50 pm
Slapgl}f:‘zccus Pae
Candida albicans o
Pseudomonas Staphsy:;::oc i
Microorganismos aeruginosa =
estudiados Streptococcus Subplocovatis Spp
% Mycobacterium spp.
pneumoniae Candida spp.
Listeria B St
urkholderia spp.

Monoc! nes

Modelo de

biopelicula

Disponibilidad de

Modelo en
celda de flujo

Sistema abierto

Reactor CDC

Sistema abierto

nutrientes?® (dinamico) (dinamico)
Adherencia a
e Adherencia a la cupones
F:'r_mac;z&:e superficie de vidrio (policarbonato,
e de un cubre-objetos silicona, acero
inoxidable, etc)
Los
antimicrobianos se Los antimicrobianos
afaden al bote de se afiaden a la fase
Estudio medio y circulan a fluida y asi todos los
antimicrobiano través de la celda cupones estan
de flujo durante el expuestos
tiempo necesario simultaneamente
Despegado de las
biopeliculas y <
recoleccién tras Tr;{nsfergncna de las
opeliculas por
) lavado de los sonicacion y
Abiertos Biomasa/recuento canales con perlas agitacion vigorosa.
UFC de vidrio en 7
(1] solucion salina Sein s
N Siembrade diluciones seriadas
continuos diluciones seriadas Sl
1/10
MLC
e Las bacterias estan MEB
o Analisis
5 it marcadas MLC
May or ﬁde lidad microscopico previamente con Se necesita tincién
Ny PF
Observacion al
. . Analisis de
m1CTOSCOplO parametros
El N N . d ’ l l estructurales Estudios de imagen
rmimnmacion ae ceLulas spics (biomasa, grosor, 3D y viabilidad
l i Analisis estructural rugosidad, (proporcion de
coeficiente de vivos/muertos)
p anCtonlcaS rugosidad, etc) con
el software Comstat
Costosos Visualizacion : -».
. TR Permite el analisis
Laboriosos . simultaneo de las

Caracteristicas
relevantes

seguimiento en
tiempo real no
destructivo para la

bacterias en
crecimiento
planctonico y en

grggg:,'g‘:?a biopelicula
biopelicula>50 um
Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
Microorganismos Staphylococcus Candida spp.
estudiados Spp- Staphylococcus spp




‘ Estudios de sensibilidad en placas de microtitulacion o multipocillo.

Descarte
lanctdnicas

N

24-48 hs

Precultivo 24 hs

VY v

p

Cristal
violeta 1%

v

Etanol 95%

Inhibicion o
Antibidticos
24ha37°C

_}

Erradicacion

Descarte
planctdnicas

Antibioticos
24ha37°C

Pratt & Kolter. 1998. Mol Microbiol



Estudios de sensibilidad en dispositivo de Calgary.

A Biofilm Formation Assay

Bacteria inoculation in 125 pl of Luria-Bertani beoth

(VIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVV]

‘ Negatve conve/
P. servgnoss ATCC 27853
S woreus ATCCIO212 I7C. 20 howrs. 120 RPN
B 2 0 1 O 2 R

V]

QO600nm measurement (Plankionic growth)
Rinse 3x in distiled water. Mothanol Foation 15 min

(VIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIV]

0DE00Nm measurement (Biofim growth)

B Biofilm Inhibition/Erradication Assay

Bacteria inoculasion in 125 pl of Luria.-Bertani broth

(VIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIV]

Postve corvos ‘ Negarve comvre
P aenvgmoss ATCC 27853
. sureus ATCCIO213 I7°C. 20 howrs. 130 ROV

I EEEEREEE". -

(V]

Rinse 3x in disslled water
incubate with antibiotics fee 200

UUUUuU. Y
!

Centrifuge at 805g for 20 min in LB broth

TS eSS SEESw
\|'/'J\”J'0"/\‘w““u

!

Incubate in LB for 6 hows

uuc

ODS00nm measurement at baseline and afler 6 hours
Determination of MBIC and MBEC

Sabino 2022. DOI 11:813076
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ol PARAM]?ITROS FARMACODINAMICOS DE ACTIVIDAD
< ANTIBIOTICA SOBRE BIOFILMS

Parametro Abreviatura Definicion
v i o2 La minima concentracién de antimicrobiano que resulta en una diferencia
Conoent;z;c;gt:)ggz;}r;l:h|b|tor|a CmiB de DO650 =10% (1 log de diferencia en crecimiento tras 6 h de
incubacién) de la media de lectura de dos controles positivos (pocillos)
: = La minima concentracion de antimicrobiano que produce una reduccion
T o e €68 del 99,9% en las UFCs recuperadas del cultivo de la biopelicula
pe comparado con un control de crecimiento
Concentraciéon minima de CMEB La minima concentracion de antimicrobiano que previene un crecimiento
erradicacion de la biopelicula visible en el medio de recuperacidn/recoleccion de las biopeliculas
Concentracion preventiva de la CPB Igual que la CMIB pero la inoculacion y la exposicion al antimicrobiano

biopelicula

son simultaneos

Del Pozo L (SEIMC); 60: 2017




Estudios de sensibilidad estaticos en tubo con lamina
]

Day 1 Day 3

Iribarnegaray 2019. 10.2217/nnm-2018-0420
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0.0011% ZnO:MgO Glass control

Day 5 Day 7

- Glass control
* HPMC K100
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Estudios de sensibilidad en celdas de flujo

Flow channels

1 —
0 -~

= > =
— - A -’ .
Media bottle Pump Bubble traps Connectors Waste bottle
a) b)

Weiss 2011. doi:10.3791/2383
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Estudios de sensibilidad en biorreactores: reactor de biopeliculas CDC 2
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Biofilm Chip device

Blanco-Cabra 2021.
doi.org/10.1038/s41522-021-00236-1

a)

Inlet tubes

Outlet

d)

Flow rate
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<.wllh bacteria === Manual flow rate
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Impedance
analyzer
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Relative
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(Cell Index)

p 2 hours

60-80 hours
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Biofilm growth
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application
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Commentary

Should standardized susceptibility testing for microbial biofilms be
introduced in clinical practice?

.2.* D. Goeres °, F. Van Baml

.

Standardized biofilm models more Data interpretation with caution

predictive than planktonic cultures due to in vitro/in vivo differences

viz. in biofilm biology
-> Antibiotic activity against sessile
bacteria
-> Resistance and tolerance
: mechanisms in biofilms
d:

T. Coenye

Possible applications Modulation of drug activity by
PK/PD parameters, host (e.g.
immune response, host tissue) and

> Support to move forward environmental fa.ctors (e.g. oxygen,
3 S : nutrients)
with a clinical trial

- Basic biology of biofilms —

Fig. 1. Pros and cons of in vitro standardized biofilm models.

- Drug/device registration
- Drug/device comparisons
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