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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Objetivos: Evaluar las propiedades antimicrobianas de una espuma de poliuretano que libera
Recibido el 23 de septiembre de 2010 iones de plata sobre diversos microorganismos. Se estudia la difusién al medio de Ag*, asi
Aceptado el 28 de febrero de 2011 como la posible citotoxicidad sobre células humanas.
On-line el 4 de mayo de 2011 Material y metodos: Estudio de liberacién de plata de V.A.C. GranuFoam Silver®” mediante
espectrometria de masas (Inductively Coupled Plasma Mass). Estudio experimental in vitro para
Palabras clave: evaluar la capacidad bactericida mediante curvas de letalidad sobre A. baumannii, P. aeruginosa,
Antimicrobiano S. maltophilia, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, S. aureus resistente a meticilina, E. faecium,
Plata S. pyogenes y C. minutissimum. Estudio de citotoxicidad sobre fibroblastos humanos.
Tratamiento de heridas Resultados: La liberacién de Ag" muestra una curva exponencial con una fase estable de
Citotoxicidad meseta a partir de las 3h, con niveles de 0,22-0,24 mg/l. En 3h se logré una reduccién

superior al 99,9% en todos los gramnegativos excepto en E. coli que fue del 92,5%. La
reduccién fue superior al 99% a las 2h en S. pyogenes y C. minutissimum, a las 6h en
S. aureus y a las 14 h en E. faecium. En simulacién in vivo estas reducciones se alcanzaron
en 6 h en los gramnegativos y en 24 h en los grampositivos. Las concentraciones de Ag* no
fueron citotdxicas sobre fibroblastos humanos, sin observar diferencias entre las células
expuestas a Ag* y los controles (p = 0,7).
Conclusidn: V.A.C. Granufoam Silver®™ liberé concentraciones bactericidas de Ag* que no
fueron perjudiciales para los fibroblastos humanos. Se presenta como una buena alternativa
para el control y prevencién local de las infecciones.
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In vitro study of the antimicrobial properties of a silver ion-releasing
polyurethane foam

ABSTRACT

Keywords: Introduction: The antimicrobial properties of a silver ion (Ag+)-releasing polyurethane foam
Antimicrobial were evaluated using different microorganisms. The diffusion of Ag+ from the medium, as
Silver well as any possible cytotoxicity on human cells, was also studied.
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Wound treatment

Material and methods: Silver release from V.A.C. GranuFoam Silver® was assessed by using
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). An in vitro experimental study
was designed to evaluate the bactericide capacity using lethal dose curves on A. baumannii,
P. aeruginosa, S. maltophilia, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, methicillin resistant S. aureus,
E. faecium, S. pyogenes and C. minutissimum. A cytotoxicity study was also performed on

Results: The silver release showed an exponential curve with a stable meseta phase
after 3 hours, with levels of 0.22-0.24 mg/1. A reduction of 99.9% of all the gram-negatives
was achieved at 3 hours. The reduction was greater than 99% at 2 hours in S. pyogenes and
C. minutissimum, at 6 h in S. aureus and at 14 h in E. faecium. In an in vivo simulation
model, these reductions were achieved in 6 hours in the gram negatives and 24 h in
the gram positives. The silver concentrations were no cytotoxic to human fibroblasts,
with no differences being observed between the cells exposed to Ag+ and the controls

Conclusion: V.A.C. Granufoam Silver™ releases bactericide concentrations of Ag+ that did
not damage human fibroblasts. It appears to be a good alternative for the control and

© 2010 AEC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Microorganismos

Cytotoxicity

human fibroblasts.

(p=.7)

prevention of local infections.
Introduccién

El uso de plata con fines antimicrobianos es conocido desde la
antigtiedad. Herddoto describié como las tropas de Ciro
conservaban el agua en jarras de plata para evitar que se
corrompiera durante las campafias militares’, y los romanos
echaban monedas de plata en las copas de agua como
desinfectante?.

Actualmente, el creciente numero de microorganismos
multirresistentes hace necesario que se busquen alterna-
tivas a los tratamientos antimicrobianos habituales, espe-
cialmente en el campo del tratamiento y la profilaxis
infecciosa tépicos. El uso de materiales con plata puede
representar una de las soluciones, y pese a la aparicién
en los Ultimos 30 afios de apdsitos o catéteres capaces de
liberar plata, los estudios realizados tienden a confundir al
médico respecto a su uso®”. Estos nuevos materiales
pueden tener una gran repercusién en la salud del paciente
al evitarle infecciones que compliquen su cuadro clinico, asi
como en el control de las resistencias a antimicrobianos,
haciendo innecesario un consumo excesivo de estos al
impedir infecciones por microorganismos que en algunas
unidades suponen un reto terapéutico por sus multiples
resistencias.

El objetivo de este trabajo es evaluar las propiedades
antimicrobianas de una espuma de poliuretano con un nuevo
sistema de liberacién de iones de plata sobre diversos
microorganismos multirresistentes, o cuya presencia en una
herida puede significar un peligro para la misma. Conjunta-
mente se estudia la difusién al medio de Ag*, asi como la
posible citotoxicidad sobre células humanas.

Material y métodos

Estudio experimental in vitro para evaluar la capacidad
bactericida de V.A.C. GranuFoam Silver®.

Los microorganismos utilizados en este estudio procedian de
muestras clinicas y fueron los siguientes para el estudio en
Phosphate Buffered Saline (PBS): Acinetobacter baumannii
(A. baumannii) sensible sélo a colistina, Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) sensible sélo a colistina, Stenotrophomonas
maltophilia (S. maltophilia) sensible sélo a cotrimoxazol,
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) productora de carbape-
nemasa (metalobetalactamasa), Escherichia coli (E. coli) produc-
tor de una betalactamasa tipo TEM resistente a inhibidores de
betalactamasas (IRT), Proteus mirabilis (P. mirabilis), Staphylo-
coccus aureus (S. aureus) resistente a meticilina, Enterococcus
faecium (E. faecium), Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) y
Corynebacterium minutissimum (C. pyogenes).

Para el estudio de simulacién in vivo se emplearon micro-
organismos de las mismas especies, excepto S. pyogenes y
C. minutissimum.

Se utilizaron colonias incubadas durante 18 horas a 36 °C
en agar sangre.

Estudio de letalidad

Se realizaron curvas de letalidad de V.A.C. Granufoam
Silver™ introduciendo una muestra del producto de
3,2cm x 2cm x 0,5 cm (0,100 g, IC 95% 0,09-0,11) en 25 ml de
PBS con una concentracién minima del microorganismo a
estudio de 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, y
con Minimum Essential Medium Eagle con 10% de suero bovino
fetal (MEM10) y una concentracién del microorganismo
alrededor de 10’ UFC/ml. Fueron incubados en agitacién a
36°C y se tomaron alicuotas de 100 pl para el recuento
de microorganismos supervivientes cada hora en el
caso de los gramnegativos, cada dos horas en el estudio
de los grampositivos en PBS y cada 6 horas en el estudio
de los grampositivos en MEM. Las alicuotas se sembraron
en agar sangre y se hizo el recuento de colonias tras 48 horas
de incubacién a 36 °C.
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Como control de crecimiento se usé 25 ml de PBS o MEM10
con idéntica concentracién de microorganismos y se hizo
recuento de los microorganismos supervivientes.

El estudio se repitid tres veces en dias diferentes con las
mismas condiciones, y el limite de deteccién de micro-
organismos supervivientes fue > 100 UFC/ml.

Estudio de simulacion in vivo

Se emplearon aislados de las mismas especies del estudio de
letalidad con MEM10, y con las mismas condiciones de
concentracién de indculo e incubacién, tomando alicuotas
de 100 pl cada hora en el caso de los gramnegativos, y cada
cinco en el caso de los grampositivos, y se sembraron en cuatro
gotas de 25 pl sin extender en agar Miiller-Hinton. El recuento
se hizo de manera semicuantitativa tras una incubacién de
24h a 36°C, anotando el crecimiento como abundante,
moderado, escaso o nulo.

Estudio de subpoblaciones por debajo del limite de deteccion

Una vez obtenidos los resultados, el experimento en PBS se
repitié dos veces con la diferencia de que se tomaron alicuotas
de 1 ml en lugar de 100 pl cada hora hasta completar 24 h, a
partir del momento en el que no se detecté crecimiento en el
estudio anterior, para observar concentraciones de micro-
organismos supervivientes entre 1-100 UFC/ml.

Estudio de citotoxicidad

El estudio de citotoxicidad se realiz6 con la linea celular MRC5,
compuesta por fibroblastos fetales diploides de tejido pulmo-
nar humano. Se sembraron estas células por quintuplicado,
con una concentracién de 100.000 células/ml, en placas de
96 pocillos de fondo plano con MEM10 procedente de 25 ml
incubados 24 h con una muestra de V.A.C. Granufoam Silver®
de 3,2cm x 2cm x 0,5cm, y en MEM10 incubado de igual
forma pero con el doble de tejido. Como control de crecimiento
se us6 MEM10. Pasadas 24 h de incubacién a 36 °C y con una
atmosfera al 5% de CO,, se tifieron las células supervivientes
con cristal violeta, se extrajo el colorante con metanol y se
midi6 la absorbancia de luz del colorante retenido por las
células en un espectrofotémetro a una longitud de onda de
640 nm.

Estudio de liberacion de plata

Se tomaron muestras de PBS en contacto con V.A.C.
Granufoam Silver®™ en las mismas condiciones que en el
estudio deletalidad alos 0 min, 30 min,1h,3h,6h,12hy24h,
y se determind la cantidad de Ag* liberada mediante la técnica
Inductively Coupled Plasma Mass (ICP-MS). Brevemente: la
muestra liquida es introducida mediante un nebulizador y
gas argdén en forma de aerosol en un plasma generado a su vez
mediante una corriente de argén que alcanza temperaturas de
hasta 8.000 °C. A estas temperaturas un elevado porcentaje de
atomos es ionizado. Se genera un chorro de iones que es
conducido a través de una interfase con presiones decrecien-
tes hasta alcanzar el vacio en un analizador de masas que es
capaz de seleccionar la relacién masa/carga del metal a

determinar, eliminando de la trayectoria lo que no interesa
para que el metal a estudio llegue al detector. Cuanto mds
metal de interés llega al detector, mayor es la sefial eléctrica
que genera, lo que permite cuantificarlo comparando esta
sefial con la de una recta de calibracién®.

Las muestras fueron diluidas previamente a 1/10 en acido
nitrico al 0,5% por la salinidad del PBS, analizadas en el equipo
y cuantificadas con rodio como estdndar interno.

Andlisis estadistico

Los tiempos de letalidad de los diferentes microorganismos
fueron contrastados mediante el test U de Mann-Whitney,
mientras que los resultados del estudio de citotoxicidad
fueron contrastados mediante el test de ANOVA. Se establecid
como significativa una p < 0,05.

Resultados

Los resultados de liberaciéon de Ag" muestran una curva
exponencial con un aumento rapido en la concentracién de
Ag* en la primera media hora y una fase de meseta a partir de
las 3 h que se mantiene estable hasta las 24 h (fig. 1) con unos
niveles de Ag* aproximados de 0,22-0,24 mg/1.

Los resultados de la letalidad en PBS sobre gramnegativos
se muestran en la figura 2. Los bacilos gramnegativos no
fermentadores presentaron un rapido descenso tras entrar en
contacto con Ag*, mientras que las enterobacterias presenta-
ron una fase de meseta inicial seguida de un rapido descenso.
E. coli fue el gramnegativo mas resistente y los recuentos
fueron inferiores a 100 UFC/ml tras 6h de incubacién. Se
detect6 una subpoblacién inferior a 100 UFC/ml de S. maltop-
hilia detectable hasta las 8 horas y otra de K. pneumoniae
detectable hasta las 5 horas.

Los resultados de la letalidad en PBS sobre grampositivos se
muestran en la figura 3. Los grampositivos fueron los micro-
organismos mas resistentes (p = 0,02; U de Mann-Whitney), y
E. faecium fue el mas resistente de todos sobre los que se
ensayd V.A.C. GranuFoam Silver”, obteniéndose recuentos
inferiores a 100 UFC/ml a las 16 h, pero con una subpoblacién
detectable hasta las 24 h.
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Figura 1 - Gurva de liberacién de Ag+ en PBS por V.A.C.
GranuFoam Silver®.
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o, P. mirabilis; a, K. pneumoniae; x,E. coli; e, S. maltophilia; e, A. baumannii; X, P. aeruginosa.
El simbolo de los controles aparecen como el negativo de su homénimo.

Figura 2 - Curvas de letalidad en gramnegativos con Phosphate Buffered Saline.

Los resultados de letalidad en MEM10 se muestran en
la tabla 1 y la figura 4. Los resultados fueron similares a
los obtenidos con PBS, excepto por la prolongacién
de los tiempos de disminucién de UFC/ml y de supervi-
vencia, sobre todo en los grampositivos, y en especial en S.
aureus.

En los recuentos de microorganismos viables se observo,
tras una hora de contacto con Ag" en los gramnegativos y
dos horas en los grampositivos, dos tipos de colonias: unas
de morfologia normal y una cantidad variable (10-50%) de
microcolonias dependiendo del microorganismo.

El estudio de citotoxicidad no mostrd ninguna diferencia
significativa (p=0,7; ANOVA) entre los controles de creci-
miento celular y las células incubadas con V.A.C. Granufoam
Silver™ a las diferentes concentraciones (fig. 5), no observan-
dose tampoco ningin efecto citopatico.

Discusion

Los hallazgos mas relevantes de este estudio son: a) V.A.C.
Granufoam Silver® alcanzé rdpidamente y mantuvo niveles

log UFC/ml

0 2 4 6 8 10

12 14 16 18 20 22 24
t(h)

e, S. aureus; a, S. pyogenes; e, E. faecium; x, C. minutissimum.
El simbolo de los controles aparecen como el negativo de su homénimo.

Figura 3 - Curvas de letalidad en grampositivos con Phosphate Buffered Saline.
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Tabla 1 - Tiempo medio de supervivencia de los

microorganismos estudiados con MEM10

n t
E. coli 7 8,29 +2,1
S. maltophilia 4 6,00 + 3,4
A. baumannii 5 6,20 +2,8
P. aeruginosa 6 5,33 +0,8
K. pneumoniae 6 7,17 £2,0
P. mirabilis 5 2,60+1,3
S. aureus 5 48,60 + 8,0
E. faecium 5 47,20+ 7,2

n: numero de cepas; t: tiempo medio (h) + desviacién tipica.

de Ag* en rangos que resultaron bactericidas frente a todos los
microorganismos sobre los que se ensayd; b) en 3 h se logrd
una reduccién del inéculo inicial superior al 99,9% en todos los
gramnegativos excepto en E. coli que fue del 92,5%; c) la
reduccién fue superior al 99% a las 2h en S. pyogenes y
C. minutissimum, alas 6 hen S. aureus y alas 14 h en E. faecium; y
d) las concentraciones de Ag* utilizadas no fueron citotéxicas
sobre fibroblastos humanos.

V.A.C. Granufoam Silver® ha demostrado tener en este
estudio una buena capacidad bactericida frente a todos los
microorganismos frente a los que fue ensayado. Asimismo, los
resultados obtenidos muestran que la sensibilidad a Ag* varia
entre los distintos patégenos. En un extremo, tenemos un
grupo muy sensible que corresponde a los bacilos gramnega-
tivos no fermentadores. Estos presentaron un descenso en el
recuento de células viables muy acusado tras entrar en
contacto con Ag*, del 99,9% tras dos horas y, en el caso de
P. aeruginosa, del 98,1% en la primera hora. Sin embargo,
S. maltophilia exhibié una subpoblacién muy pequefia que fue
capaz de subsistir hasta las 8 h. Por otro lado, las enterobac-

10 qm e

Gramnegativos log UFC/ml

0 2 4 6 8 10

12 14 16
t(h)

18 20 22 24

terias mostraron una mayor tolerancia inicial, probablemente
relacionada con la concentracién de Ag*, que no alcanzé su
maxima concentracién hasta las tres horas. En el caso de los
grampositivos, C. minutissimum y S. pyogenes, presentaron unos
tiempos de eliminacién parecidos a los de las enterobacterias.
S aureus resistente a la meticilina sobrevivié mas que ningin
gramnegativo pero el 99,5% de su poblacién habia sido
erradicada en 6 horas. E faecium representa un caso particular,
con células viables hasta las 24h de exposicién. Los
mecanismos por los que este aislado sobrevivié tanto tiempo
nos son desconocidos, pero, es interesante que, mientras que
los mecanismos de resistencia a Ag" descritos hasta el
momento en diversas especies corresponden a bombas de
expulsién codificadas en plasmidos’®, un miembro del género
Enterococcus, E. hirae, posee una bomba de expulsién de cobre
(CopB) de codificacién cromosémica que es capaz de eliminar
Ag* del citoplasma celular®.

Nuestros datos concuerdan con estudios previos en los que
encontraron una mayor sensibilidad a Ag* en gramnegativos
frente a grampositivos’®*®, explicable en parte por el mayor
grosor de la capa de peptidoglucano que confiere cierto efecto
protector'®. Ademas, las microcolonias encontradas tras la
exposicién a Ag* podrian corresponder a microorganismos
con una menor viabilidad tras acumular dafios en la
membrana celular’®, o en enzimas, proteinas y ribosomas’,
y serian el estado previo a las «bacterias activas pero no
cultivables» descritas por Jung et al®.

Respecto a la liberacién de Ag*, V.A.C. Granufoam Silver®
alcanzé rapidamente concentraciones que resultaron bacte-
ricidas. Una revisién de la literatura publicada al respecto
puede resultar decepcionante y confusa, ya que, pese al
nuamero de articulos publicados, la informacién que se puede
reunir es ambigua®*’. No existe una metodologia comun entre
los estudios, el material usado para los estudios de letalidad

Grampositivos log UFC/ml

2

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
t(h)

Gramnegativos: O, P. mirabilis; o, K. pneumoniae; x, E. coli; ®, S. maltophilia; ¢, A. baumannii; X, P. aeruginosa.
El simbolo de los controles aparecen como el negativo de su homénimo.
Grampositivos: e, S. aureus; #, E. faecium; x. El simbolo de los controles aparecen como el negativo de su homénimo.

Figura 4 - Curvas de letalidad en gramnegativos y grampositivos con MEM10.
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[Ag+], concentracion de plata usada en las curvas de letalidad; [Ag+] x 2
doble de la anterior; Control, células no expuestas a V.A.C. GranuFoam
Silver®

Figura 5 - Absorbancia de luz (A = 640 nm) del ensayo de
citotoxicidad: media (-) e intervalo de confianza del 95% (|).

difiere del usado para estudiar la concentracién de plata, y
encontramos un amplio rango respecto a la concentracién de
plata necesaria para conseguir un efecto bactericida, que va
desde 0,1mg/l hasta 80mg/1**. Ademéas, los productos
estudiados son distintos, aunque todos hablen de concen-
traciones de plata, unos hablan de AgNOs;, otros de nanopar-
ticulas de plata, y otros de iones de plata®'*'3. Nosotros
disefiamos el estudio en funcién de la situacién a la que se iba
aenfrentar V.A.C. Granufoam Silver® en condiciones reales, es
decir, una herida con un exudado isoténico. Nuestros
resultados fueron comparables a los descritos por Jung
et al'® respecto a las concentraciones de Ag* con capacidad
bactericida en PBS; mientras que en nuestro estudio observa-
mos una buena respuesta con 0,20-0,24 ppm, ellos la detecta-
ron con 0,2 ppm.

Otro factor muy importante a tener en cuenta a la hora de
comparar resultados es el nivel de halégenos, como el CI~
presentes en el medio en el que se realiza el ensayo, ya que a
concentraciones bajas tienden a formar precipitados poco
solubles, disminuyendo por tanto su biodisponibilidad; a
altas concentraciones, se forman complejos aniénicos como
AgCl,” y AgCl;?™ que penetran mejor en la membrana celular
aumentando la cantidad de Ag" biodisponible, hasta el
punto de hacer sensibles incluso a bacterias con plasmidos
que confieren resistencia a Ag' mediante bombas de
expulsién o por deficiencia en porinas®’. Nuestro experi-
mento se realizé en un medio isoténico, con una concen-
tracién de cloro % superior a la esperada en un exudado de
una herida, 139 mM/I en PBS vs. 106 mM/1 en plasma, y en
MEM10 con caracteristicas muy similares a las de un
exudado humano.

La realizacién del estudio de letalidad usando MEM10 e
in6culos muy elevados de microorganismos nos ha permitido

realizar una aproximacién a una situacién in vivo, obteniendo
resultados muy positivos. Los gramnegativos fueron los mas
sensibles a la plata, mientras que S. aureus y E. faecium
mostraron una mayor resistencia, pero con una completa
erradicacién a las 48-72 h.

Por ultimo, todo lo anterior no serviria de nada si la zona
que va a estar en contacto con la malla de poliuretano se viera
dafiada por la misma, o el proceso de cicatrizacién retrasado.
Nuestros datos indican que las cantidades de Ag* utilizadas
son seguras, ya que no afectaron a los fibroblastos humanos
que fueron expuestos a las mismas.

En conclusién, V.A.C. Granufoam Silver® liber6 Ag* al
medio en concentraciones bactericidas que no fueron
perjudiciales para los fibroblastos humanos. Pese a que los
tiempos en los que se consiguié una total erradicacién
variaron en funcién del microorganismo, y se observaron
algunas subpoblaciones més resistentes, todos los aislados
disminuyeron su poblacién en mds del 99% tras 6 horas de
exposicién en PBS, salvo E. faecium que necesitéd 14 horas. Los
resultados obtenidos con MEM10 merecen estudios més
pormenorizados, pero hay que sefialar que se alcanzé una
eliminacién superior al 99% de los gramnegativos en 6 horas,
y de los grampositivos en 24 horas. Las indicaciones de uso de
V.A.C. Granufoam Silver® recomiendan el cambio del apésito
cada 48 horas, por lo que se presenta por tanto como una
buena alternativa para el control y prevencién de las
infecciones en heridas.
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