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VISION - EL HOSPITAL, UN LUGAR MAS SEGURO

f Alta incidencia de \

infecciones
nosocomiales

3.000.000 personas/ano
infectadas en EU

50.000 muertes anuales
€7 billén/aino en pérdidas

Infecciones

econOomicas

hospitalarias

Bacterias
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[ Uso indebido de \
antibioticos
Bacterias multi-

resistentes en EU causan
€1.5 billéon/aino en

\ pérdidas econémicas )

80 % de infecciones tratadas en

hospitales estan asociadas a

biopeliculas en dispositivos médicos




La amenaza de la resistencia antimicrobiana global

@v World Health

WSy Organization

”En Europa las infecciones resistentes a antibioticos causan 25000
muertes anuales y se prevé que aumenten a 10M en 2050”
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Prevision de la resistencia antimicrobiana en el 2050 @

Review on Antimicrobial Resistance 2014




Descubrimiento de antibioticos vs. desarrollo de
resistencia

Descubrimiento Rapido incremento en el descubrimiento & W  Descenso dramitico en la aprobacién Fin de era
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Biopeliculas bacterianas
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v" Moléculas Quorum sensing (QS): acil homoserina lactonas (AHL, bacterias Gram —
negativa) y peptidos autoinductores AIP (bacterias Gram — positiva)
v" Matriz polimérica extracelular (EPM) — exopolisacaridos, proteinas y ADN @




CONCEPTO: Nano-formulacién de agentes antimicrobianos

Membrana celular bacteriana

Penetracion de nanoparticulas en la biopelicula e interaccién
con la membrana bacteriana

Interaccion no especifica - bajo riesgo de desarrollo de
resistencia

Agentes activos
« Enzimas capaces de:
v" Interrumpir la comunicacion entre las bacterias, sin matarlas
v" Degradar la matriz extracelular
Uso de las moléculas QS como dianas bacterianas
Antibidticos en concentracion reducida
Biopolimeros antimicrobianos, oxidos metalicos

Nano-particulas safe-by-design Q




Modificacion de superficies de textil y dispositivos médicos
para la obtencién de propiedades antibacterianas

Deficiencias de los materiales antimicrobianos usados actualmente
v' Complicada quimica para obtener recubrimientos estables

v' Baja actividad antimicrobiana

v' Liberacion de particulas (nano-toxicidad)

v Riesgo de aparicion de resistencia a antibiéticos

v’ Baja durabilidad de las funciones antimicrobianas




Sintesis de nanoparticulas y recubrimientos antimicrobianos

Transformacién de antimicrobianos en nanoparticulas (NPs)
biocompatibles con alta eficiencia contra patégenos y bajo
potencial para el desarrollo de resistencia
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Sonoquimica para el diseno de nanoparticulas y
superficies nano-estructuradas
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Tecnologia de recubrimiento Layer-by-Layer

Nanoparticulas (NPs)

Dispositivos médicos (MDs)
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Repeticién del proceso

Recubrimiento en multicapas
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Repeticion del proceso

Dispositivos médicos autolimpiantes

Multicapas
plurifuncionales

Multicapas nanoactivadas para controlar la
contaminacion bacteriana




Recubrimiento de textiles con particulas hibridas
de ZnO-quitosano utilizando US

TEXTILES ANTIMICROBIANOS

Recubrimiento sonoquimico
simultaneo de algodén con
nanoparticulas hibridas de

ZnO/quitosano
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Petkova P, et al. Sonochemical coating of textiles with hybrid ZnO/chitosan antimicrobial nanoparticles. ACS Applied Materials & Interfaces (2014)




Activacion enzimatica de textiles y su funcionalizacion
con NPs de ZnO en un soélo paso por medio de US

TEXTILES ANTIMICROBIANOS

Recubrimiento sonoquimico
simultaneo de algodén con
nanoparticulas hibridas de

ZnO/quitosano

Recubrimiento sono-enzimatico
simultaneo de algodén con
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Petkova P, et al. Simultaneous sonochemical-enzymatic coating of medical textiles with antibacterial ZnO nanoparticles. Ultrasonics sonochemistry (2016)




Textiles antimicrobianos recubiertos con NPs de
Zn0O y acido galico utilizando enzimas y US

Ultrasound

Ultrasound
vessel

Superficie Superficie
inicial recubierta

Estabilidad de las propiedades antimicrobianas frente a multiples ciclos de
lavado a 75°C

Salat M, et al. Durable antimicrobial cotton textiles coated sonochemically with ZnO nanoparticles embedded in an in-situ enzymatically generated Q
bioadhesive. Carbohydrate Polymers (2018)




Proceso piloto basado en US (Roll-to-roll) R2R

Solo 15-20% pérdida de eficiencia antibacteriana después
de 70 lavados en condiciones de hospital (75°C)

' 25,0

2500 m de tejido

recubierto con ZnO
para ropa de cama y Presencia de S. aureus en la garganta

batas de pacientes de
hospital.

« Patients

Controls

Bacteria

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Acinetobacter baumannii

Enterococcus faecalis

Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Estudio clinico con 37 pacientes usando durante 7 dias tejidos con y sin recubrimiento de NP.
Las muestras microbiologicas se recogieron de garganta, nariz, axila, perineo y de los tejidos.

Se observé menor nivel de infeccién bacteriana en los pacientes que usaron ropa de cama

y batas recubiertas con nanoparticulas.

Perelshtein I, et al. Making the hospital a safer place by sonochemical coating of all its textiles with antibacterial nanoparticles. Ultrasonics Sonochemistry

(2015)




Estrategias novedosas para la prevencion y disgregacion de
biopeliculas bacterianas formadas en dispositivos médicos

Estrategia integral de:

1. Interrupcién enzimatica de la comunicacion
entre bacterlas (enzimas acilasa o Iactonasa)
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Ivanova K, et al. “Quorum-Quenching and Matrix-Degrading Enzymes in Multilayer Coatings Synergistically Prevent Bacterial Biofilm Formation on
Urinary Catheters” ACS Applied Materials & Interface (2015)




> Actividad in vitro en Uretra Control LbL Hyb-Amy LbL Hyb-Acy
condiciones dinamicas

P. aeruginosa

Modelo in vitro de
una vejiga humana
cateterizada

P. aeruginosa
and E.coli

> Test antibiopelicula in vivo

7 dla.s de. ) 70 %
cateterizacion inhibicién

Acilasa interrumpe la
comunicacion entre bacterias

Amilasa degrada la
biopelicula

Silicona LbL Hib-Aci

Ivanova K, et al. “Quorum-Quenching and Matrix-Degrading Enzymes in Multilayer Coatings Synergistically Prevent Bacterial Biofilm Formation on
Urinary Catheters” ACS Applied Materials & Interface (2015)




Peliculas de nanocapas de AgNPs y biopolimero

1. Sintesis de NPs

de Ag-biopolimero
co w&J’ 2. Construccion Layer-by-Layer
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APTES .
\ HA Solucion de lavado Biopolimero-AgNPs Solucion de lavado

Biopolimero: quitosano,
aminocelulosa, lignina Repeticion

* 10x
«  50x
*  100x

FAEE =t . 200x

AgNPs recubiertas con
biopolimero
Francesko A, et al. Bottom-up layer-by-layer assembling of antibacterial freestanding nanobiocomposite films, Biomacromolecules (2018)




Peliculas de nanocapas de AgNPs y biopolimero

Construccion Layer by Layer

AC/Ag NPs

CS/Ag NPs

CS/Ag NPs




Actividad antibiopelicula

@ Bacterias muertas

Live/Dead kit de tincion

100 bicapas 200 bicapas

HA-ACAgNPs

SiIina '(control)

HA-CSAgNPs

Superposicion de
imagenes EXygg 5430m




Nanotransformacion de antibioticos: nanoesferas de

vancomicina (NSs) para superar la resistencia intrinseca de
bacterias Gram-negativas

NSs de vancomicina generadas
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157 + 8,7 -50+ 0,5 2,07 £ 0,13x10"3

E. coli E. Coli + Vancomycin NSs
Las NSs de vancomicina deterioran
la membrana de E. coli

Fernandes M M, et al. Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa eradication by nano-penicillin, Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and
Medicine (2016).

Fernandes M M, et al. Nanotransformation of vancomycin overcomes the intrinsic resistance of Gram-negative bacteria. ACS Applied Materials &
Interfaces (2017).




NPs poliméricas recubiertas LbL con capas de aminocelulosa
antibacteriana y acido hialurénico biocompatible

Step 1: Step 2: Step 3: Step 4:
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Ivanova A. Layer-by-layer decorated nanoparticles with tunable antibacterial and antibiofilm properties against both gram-positive and gram-negative
bacteria. ACS Applied Materials & Interfaces (2018).




Eficiencia antibacteriana de LbL NPs frente S. aureus y E. coli

S. aureus - cinética antibacteriana
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Erradicacion completa de S. aureus y E. coli
con NPs-AC




Nanoparticulas hibridas de metal-enzima

Novedoso proceso para la generacion de nanoparticulas metal-enzima estables y
biocompatibles con propiedades antibacterianas y antibiopelicula

—

Drop by drop Laccase Centrifugation
—_— — —
96% EthOH g? ’ 20000g 20 min
Kl) ATy Y,
G * i
Centrifugation Water
f—

30000 rpm 30 min Resuspension

Desolvation Crosslink

a-amylase aNPs aNPs (stabilized) aAgNPs

Ferreres G, et al. Metal-enzyme nanoaggregates eradicate both Gram positive and negative bacteria and their biofilms. ACS Applied Materials & Q
Interfaces (2018).




Actividad antimicrobiana y antibiopelicula

v" Reduccion de 5.4 and 6.1 logs del crecimiento de S. aureusy E. coli gracias a
la presencia de Ag°® en las NPs hibridas

v" Eliminacion, tras 24 h de incubacion con las NPs hibridas, del 100% de las
biopeliculas resistentes a antibioticos

Control aAgNPs
Biocompatibilidad frente a
fibroblastos humanos

Control aNPs(0GA) aAgNPs

E. coli

o --

Superposicion de imagenes en flurescencia verde y roja (EXsgs.543nm) ’ Células muertas

. Bacterias muertas Q

3 hours

24 hours




Tejidos inteligentes para la deteccion de infecciones
bacterianas

Concepto —

las moléculas de Azul de Prusia (PB) son susceptibles de ser

electroquimicamente reducidas por el metabolismo bacteriano

a) Medium Periplasm Cytoplasm
.)H-.:/-_H-\ ATP
ATPase
\\\_,-/
ADP +Pi
TNt
(ool
M n
0 DX o
PB,,
2 il
R 2T
O
Fe“CN]EU O
Fe(CN)
outer inner
membrane membrane

Ultrasonic
deposition process

Polyester cotton fabrics

b)

Modified
with PB

Unmodified

Incubation process

: uIture Medlum

N

E. Coll

b

S. Aureus

Esquema de la cadena de
transporte de electrones en E. coli.

Ferrer-Vilanova, A., Ivanova, K., Diaz-Gonzalez, M., Alonso, Y., Guirado, G., Tzanov, T., Muhoz-Berbel, X. Smart Sensing Fabrics for Live Bacteria

Detection, Proceedings, 2018

(a) Tejidos funcionalizados con
PB en medio de cultivo

(b) Tejidos funcionalizados
después de 24 horas de
incubacién con E. coli (5.7 x
1070 CFU/mL), y

(c) S. aureus (5.9 x 1010

CFU/mL).




Tecnologias de aplicacion de NPs sobre textiles y
dispositivos médicos a escala industrial

* Proceso basado en R2R US - Escalado para recubrir tejidos de 165 cm de ancho a
una velocidad de 3-5 m/min.

* Proceso basado en R2R recubrimiento espray (US pulverizadores) - Escalado para
cubrir tejidos de 300 cm de ancho a una velocidad de 2-20 m/min.

* Proceso US modo batch - Escalado para recubrir 100-150 dispositivos médicos.
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