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RESUMEN

El objetivo del siguiente estudio clinico controlado aleatorizado tipo Add-On con
numero de identificacion en ClinicalTrials.gov: NCT02761525, fue de evaluar la
eficacia antiséptica de la aplicacion tépica de nanoparticulas de plata (AgNP’s)
dopadas en gel para reducir la carga microbiana oral de potencial patégeno, ademas
de poder determinar la presencia de Candida spp., Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae y Acinetobacter baumannii, en pacientes adultos con ventilacién
mecanica que estan en la Unidad de Cuidados Intensivos. La evaluacion se realizd
obteniendo un hisopado basal de saliva y seis horas después de la colocacion del
tratamiento experimental previa aleatorizacién, el cual esta basado en gel acuoso
(KY) dopado con nanoparticulas de plata (AgNp’s) en porporcion 12ppm y placebo
de gel sin AgNp’s, unica dosis. Dicho tratamiento se colocé posterior a la higiene oral
que se lleva a cabo en estos pacientes. Se compararon las cuentas totales de
microorganismos (MQO) basales y finales, asi como también se identificé la
prevalencia de las diversas especies con cultivos en CHROMagar especificos,
resutando segun mediciones paramétricas de los conteos en base a un modelo lineal
con una p>0.05, como diferencia no significativa entre los grupos de tratamiento. La
prevalencia de microorganismos en la UTI es en primer lugar Enteroccoccus feacalis
(17%), posteriormente Acinetobacter baumannii (13%), en trecero y cuarto lugar de
prevalencia Candida albicans (12%) siendo en mayor proporcion la especie S.
Aureus (12%) y Staphylococcus spp (10%) de éstas ultimas. Se concluye que no se
encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa entre el gel dopado con
AgNp’s y el placebo, para para reducir las cuentas microbianas. Ademas de que se
encontraron en boca MO que resultan ser causantes de diversas infecciones

nosocomiales.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Infecciones nosocomiales

1.1.1. Definicién. Las infecciones nosocomiales (IN) son las contraidas durante las
estancias hospitalarias a partir de microorganismos presentes en el ambiente o
provenientes de la microbiota propia del paciente hospitalizado. Se presentan
generalmente después de 48 hr. de ingreso y a pesar de los avances cientificos

recientes muestran alta morbi-mortalidad [1].

1.1.2. Causas y Tipos de IN. Entre las causas relacionadas a IN estan las propias
de los pacientes como cirugias, protesis, injertos e implantes, trasplantes,
administracion de antibidticos de amplio espectro, corticoterapia, venoclisis,
punciones, sondas, catéteres, tubos endotraqueales, drenajes y alimentacion

parenteral [1].

Los tipos de IN son sépsis, neumonia, neumonia asociada a ventilacion mecanica,
infecciones en vias urinarias, infecciones en el sitio quirdrgico, por artefactos

endovenosos o catéteres.

1.2.3. Sépsis. Se define como infeccion grave relacionada a disfuncion organica
multiple [2]. Cuando se debe a cierto tipo de microorganismos (MO) por ejemplo

bacterias viables en la sangre circulante se denomina bacteremia [3].

1.2.4. Neumonia. La neumonia es la infeccion del pulmén a menudo acompanada de
inflamacion o como lo definen actualmente: neumonia asociada al cuidado de la
salud HCAP (healthcare associated pneumonia). Es un concepto de neumonia
propuesto por la American Thoracic Society (Sociedad de Enfermedades Infecciosas
de América) desde el 2005. Esta categoria esta situada entre la neumonia adquirida
en la comunidad y la neumonia adquirida en el hospital con respecto a las
caracteristicas causales [4]. Una complicacion en la Unidad de Terapia Intensiva

(UTI), es la neumonia asociada a vetilacién mecanica.



1.2.5. Neumonia asociada a vetilacion mecanica (NAV). Se define como la
infeccion del parénquima pulmonar que ocurre en un paciente que ha sido asistido

por ventilacion mecanica dentro de las ultimas 48 horas [5].

La NAV es la infeccion nosocomial mas comun en pacientes que estan gravemente
enfermos, con una tasa de 2.5 a 12.3 episodios por 1000/dias de ventilador y se
produce del 9.3 al 23.5% de los pacientes que reciben ventilacion mecanica (VM). La
mortalidad hospitalaria de los pacientes con VM es significativamente mayor que la
de los pacientes sin ella. Ademas esta asociada con mayores costos de atencion
médica y es la primera causa de IN en pacientes de las UTI incrementandose la
estancia hospitalaria de 5-7 dias, principalmente causada por MO resistentes, los
cuales forman biopeliculas sobre los dispositivos biomédicos, en particular sobre los
tubos endotraqueales (TET) [6—8] siendo muy importante que el tiempo de intubacion
se asocia con neumonia [9], lo que genera un incremento en el costo por estancia

hospitalaria con estimaciones hasta de 10,000 a 25,000 ddlares [7].

1.2.6. Epidemiologia de las infecciones Nosocomiales. Weber y cols. en el 2012
[10] muestran que la frecuencia de IN es del 77.7% en el torrente sanguineo, 74.5%
en el sitio quirurgico, 62.3% son del tracto urinario, y 18.6% de las vias respiratorias.
En México la proporcion atribuible de mortalidad por IN segun Lopez Herrera y cols.
en el 2012 [11] fue de 25.15%. El 20.9% de las IN en el torrente sanguineo, 11.4%
en el sitio quirurgico, 21% son del tracto urinario, y 24% de las vias respiratorias. En
otros reportes mencionan que afectan aproximadamente del 10% al 13% de los
pacientes hospitalizados y casi el 70% de las IN se deben microorganismos (MO)
multiresistentes (MR) [12,13].

1.2.7. APACHE Il. Basado en lo anterior, las IN incrementan el riesgo de que un
paciente pueda fallecer y resulta importante contar con una escala para poder
englobar lo que el paciente padece en el momento de su estancia en la UTI [14]. Un
instrumento muy util para evaluar el estado de salud agudo o croncio del paciente es

la escala APACHE II (por sus siglas en inglés: Acute Physiology and Chronic Health



Evaluation Il); la cual aporta informacién para conocer el riesgo que tiene a morir,
basado en una puntuacion que va de 0-71 [15]. Este indice utiliza la informacion
obtenida a partir de historia clinica del paciente, e incluye temperatura, presion
arterial media, estado del corazén, respiracién, oxigenacion, pH arterial, niveles

séricos de Na, Ky creatinina, hematocrito, recuento de leucocitos y la edad [15].

1.3 Microbiota oral causal de NAV. No sélo la gravedad de los padecimientos
propios del paciente o la razéon que motivd su estancia en la UTI pueden generar
compicaciones que lo lleven a la muerte, también estan los MO, que puedan estar
localizados en boca, piel, intestino o en cada parte del organismo humano que
comunica el medio interno con el exterior; estos desempenan un papel clave en la
etiologia de las IN, las cuales pueden manifestarse y progresar de diferentes

maneras entre los individuos [16].

La mayoria de estos MO superan la respuesta inmune mediante la formacion de
biopeliculas mixtas que se conforman tanto de comensales como de patdégenos
potenciales. Dentro de la cavidad oral, en las células epiteliales, esmalte dental,
saliva, otras superficies dentales, tubo endotraqueal (TET), aparatologia fija o
removible crean ambientes adecuados para el establecimiento de las biopeliculas
con especies mixtas, incrementando asi la patogenicidad por este sistema

microbiano complejo [17].

La higiene deficiente puede generar enfermedad, dafiando el complejo periodontal
[18], motivando la formacién de biopeliculas mixtas, que aunado a lo anterior, derivan
en IN [19,20].

En los reportes del CDC del 2006-2007 [21] y de 2009-2010 [12] aislaron a los
patdgenos asociados a IN mas importantes como muestra el Cuadro 1. En Brasil en
un lapso de tres afios, se evalud la incidencia de infecciones nosocomiales en las
UTI de diferentes hospitales [22]. En México las infecciones por Staphylococcus

aureus, y Candida albicans se reportan muy similar [23]. En Chihuahua hubo algunos



datos diferentes [24]. Segun los datos obtenidos en el Hospital Central Dr Ignacio
Morones Prieto (H.C.D.I.LM.P.), San Luis Potosi, del Informe Anual de Infecciones
Nosocomiales 2013 a partir de aspirados bronoquiales de pacientes son diferentes
con respecto a otras partes del mundo. Dichos MO estan presentes también en boca

de los pacientes intubados.

Cuadro 1. Patégenos asociados a IN (%)

Patégeno 2006- 2009- Brasil México México México

2007 2010 Angeles Chihuahua S.L.P.
Garay H.C.LM.P

Staphylococcus 145 156 7.4 15.9 13.08 10

aureus

Enterococcus 121 139 - - - 11

Spp

Escherichia coli 9.6 1.5 1257 - - 4

Candida spp 6.8 9.5 194 118 234 13

Enterobacter 4.8 4.7 - - 19.1 -

Spp

Acinetobacter 2.7 1.8 20 - - 29

baumannii

Como se observa en el cuadro no solo las bacterias pueden ser agentes etioldgicos
de enfermedades nosocomiales La infeccidn sistémica por Candida spp con o sin
candidemias asociadas es la mas prevalente en cualquier parte del mundo. Del 95 al
97% de las infecciones nosocomiales asociadas a hongos, estan generadas por 5
especies principalmente: Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis y Candida krusei. La principal fuente de infeccion es la enddégena o

por colonizacién previa ya sea de mucosas o piel [25].



Se ha comprobado con analisis genéticos que éstos MO orofaringeos son las
mismas cepas tanto en boca como en tracto respiratorio, generando asi IN como
neumonia que dafa las vias aéreas bajas [26—28]. Estos hallazgos sugieren que
algunos MO de la biopelicula dental o de las mucosas, son un importante reservorio
que pueden asociarse a esta complicacion de vias aéreas [29]. Por lo tanto, la
formacion de biopeliculas a partir de la microbiota oral puede ser un depésito para
patdgenos respiratorios 0 generalizados en pacientes hospitalizados en UTI. Asi
mismo, se ha demostrado que las biopeliculas mixtas generan MO mas virulentos, lo

que trae como consecuencia que sean mas dificiles de tratar [30].

1.4 Prevencion y tratamiento de las enfermedades nosocomiales en UTI

Tomando en consideracion que las IN se ocasionan por los MO antes mencionados,
existen una serie de estrategias propuestas para disminuir estas infecciones en las
UTIl [31]. Principalmente el uso de TET deriva en NAV. Coppadoro y cols.
[32]mencionan que se han desarrollado tres modificaciones: recubrimientos de los
tubos con antimicrobianos, la adicion de un canal de aspiracion para la eliminacion
de las secreciones orofaringeas, y la modificacion en el disefio del manguito.
Bergmans y Berry [33,34]mencionaron recomendaciones para el cuidado de los
pacientes en estado critico. Los directamente relacionados a la boca son, frecuencia
y duracion de la limpieza; herramientas de evaluacion oral y protocolos de higiene
oral. La Secretaria de Salud en el 2013 aportdé una “Guia de practica clinica:
Prevencion, Diagnéstico y Tratamiento de la Neumonia Asociada a Ventilacion
Mecanica” [35,36], en donde se especifican los diferentes procedimientos y
maniobras que se deben llevar a cabo para poder disminuir el riesgo de NAV. Estas
incluyen el cuidado en la posicion al paciente, uso de terapia farmacologica
profilactica, limitar los dias de estancia en la Unidad, desinfeccion de superficies,
lavado de manos, en caso de requerir descontaminacion del tubo; ademas de que no
se sugiere usar antimicrobianos sistémicos a menos que se amerite el caso. Se
mencionan ademas los cuidados orales en estos pacientes y que son importantes

como prevencién de IN principalmente NAV.



1.4.1. Cuidados Orales. La mucosa oral debe ser considerada un deposito
sustancial de patégenos respiratorios, y la descontaminacion de la orofaringe con
soluciones antisépticas reduce la incidencia de infecciones respiratorias adquiridas
[37], una revision de la literatura demostrd que el uso de gluconato de clorhexidina
(CHX) en solucion como un complemento a la eliminacion mecanica de la placa

suprime la colonizacién de la placa dental por MO de potencial patégeno [18].

En un meta-analisis COCRANE [38], se demostro que el uso de (CHX) al 0.12% a
razon de 15 ml, cada 12 horas, en enjuague oral, inmediatamente después de la
intubacién y continuar hasta 24 hrs después del retiro del TET disminuye la tasa de
infecciones respiratorias en un 40%; aunque no se ha demostrado que modifique la
mortalidad. La (CHX) se ha utilizado en pacientes con ventilacidn mecanica debido a
su capacidad para unirse a los tejidos orales con la posterior liberacion lenta de
propiedades antisépticas y por lo tanto un largo periodo de accién antibacteriana. Sin
embargo Shi y Yamaguchi [39,40] demostraron que es imposible eliminar por
completo las biopeliculas. Las imagenes del laser confocal y por medio de la
microscopia electronica de transmision, revelaron que el tratamiento con CHX no
destruy6 las biopeliculas formadas sobre la superficie de los tubos endotraqueles.
Asi las residuales podrian servir como un andamio para la formacion de nuevas
biopeliculas que puedan propiciar que otros MO las invadan generando IN [41].

Las recomendaciones que se deben llevar a cabo a nivel bucal se incluyen en el
Cuadro 2.



Cuadro 2. Recomencaciones en cavidad oral para evitar riesgo de NAV.
Tomado de “Guia de practica clinica: Prevencién, Diagnéstico y Tratamiento de

la Neumonia Asociada a Ventilaciéon Mecanica” 2013

Investigar los factores de riesgo reconocidos para

NAVM relacionados al huésped:

1. Colonizacion de la via respiratoria alta y del tracto

digestivo por microorganismos patogenos

Presencia de placa dentobacteriana

Desnutricion

Obesidad

Edad avanzada

Prematurez y bajo peso al nacer

Enfermedades crénico degenerativas

Enfermedad pulmonar subyacente

Depresion del nivel de conciencia

0. Enfermedad neurolégica/neuromuscular

11. Inmunosupresion

12. Cirugia toracica o abdominal alta

13. Estancia hospitalaria prolongada

14. Género masculino

15. Re-intubacion

16. Alimentacion enteral

17. Escala de coma de Glasgow <9

18. Calificacion de APACHE elevada

19. Malformacién pulmonar, diafragmatica y/o de
corazoén

20. Sepsis y falla organica

HOxXNOWUAEWN

Se recomienda el uso de Gluconato de Clorhexidina al
0.12% a razén de 15 mL, ¢/12 horas durante 30
minutos, en enjuague bucal, inmediatamente después
de la intubacién y continuar hasta 24 horas después
del retiro del tubo endotraqueal.

Al usar antisépticos orales para el cuidado de los pacientes en UTI, es indispensable
comprobar que son la mejor alternativa y que no existe posibilidad de que haya
situaciones adversas con el uso de los mismos; por ejemplo, Lachapelle [41] hace
una revision comparativa de las propiedades irritantes y alergénicas de los

antisépticos mas importantes utilizados en la actualidad. Se menciona que la



informacion sobre las posibles propiedades alergénicas de la plata no se ha
reportado, pero que no se considera un alérgeno de contacto. Pero con respecto a la
clorhexidina menciona que puede haber mucositis, dermatitis de contacto y en
algunas ocasiones se han reportado reacciones alérgicas. Como hemos visto
anteriomente el TET se considera la principal causa para IN como la NAV [42]. Es
por eso que una alternativa con muy buenos resultados es el uso de TET recubiertos
con Nanoparticulas de plata (AgNp’s) [43—46], demostrando que las AgNp’s son una

alternativa viable para el control de las IN.

1.5 Uso de plata y nanoparticulas de plata (AgNp’s)

Se ha sabido desde la antigledad que la plata y sus compuestos son agentes
antimicrobianos eficaces [47,48]. En el siglo XIX, las infecciones microbianas se
trataron con 0.5 % de Nitrato de plata (AgNp’sOs), que aun se usa para la prevencion
de infecciones en quemaduras [49]. Cuando comenzo la era de los antibidticos con el
descubrimiento de la penicilina, el uso de la plata disminuyé lentamente. En los
ultimos 20 afos, las investigaciones referentes a nanoparticulas (NP) han tenido un
aumento abrumador, asi como de productos relacionados con la nanotecnologia. En
la actualidad, debido a la aparicion de microorganismos resistentes a los farmacos
convencionales, el uso de la plata para el tratamiento de infecciones ha ganado una
vez mas importancia, principalmente sintetizando (AgNp’s) nanoparticulas de plata
[50]. ElI método ampliamente estudiado para sintetizar AgNp’s es la reduccion
controlada de sales de plata. Esta reduccién se logra usando un producto quimico
como agente reductor, aunque también puede ser a través de la reduccion
electroquimica o fotoquimica [51]. Las AgNp’s son grupos de atomos de plata que
varian de tamano de 1 a 100 nm, son conocidas por ser seguras, al no ser agentes
antimicrobianos toxicos para el cuerpo humano, pudiéndose utilizar para evitar
infecciones y controlar crecimiento microbiano [52]. Ademas, de que poseen actividad
antifungica, especificamente en contra de Candida albicans [53]. El uso en Medicina
y en otras areas es muy variado y como ejemplos estan en dispositivos como
catéteres, valvulas, vendas, cremas tépicas, tubos endotraqueales (TET); ademas de

otros usos como agente antimicrobiano en pinturas y textiles [54]. Se ha planteado
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que la utilizacion de AgNp’s esféricas con diametros que oscilan entre 40 y 60 nm a
una concentraciéon de 12.5 ug/mL, son eficaces para poder servir como microbicidas
in vitro, y se sugiere ademas que el tiempo minimo en el que se recomienda que
pueda actuar generando ésta accion sea de de 6 a 8 hrs. en el sitio de aplicacion
[55]. De las caracteristicas mas importantes de las AgNp’s es que éstas, no se

absorben por la mucosa oral ni gastrica.

En los modelos farmacocinéticos basados en la fisiologia (Physiologically Based
Pharmacokinetic Model) [56] se demuestra que la plata no se absorbe en el tracto
gastrointestinal, ni pasa hacia la circulacion sanguinea sistémica, sino se excreta
directamente a través de las heces. Otra caracteristica que tienen, es su baja
probabilidad de resistencia por parte de los MO en comparacion con los

antibioticos[57] o antisépticos[49].

El mecanismo de accion de las nanoparticulas Hajipur [58] especificamente AgNp’s
es muy variado. Se ha planteado que se depositan en la pared celular microbiana y
que ejercen un efecto téxico mediante la inactivacién de sus enzimas esenciales o
llegando directamente hasta su material genético, impidiendo la capacidad de
replicarse, principalmente en algunas especies gramnegativas. También se ha
propuesto que la produccion de especies reactivas de oxigeno tales como los
aniones superoxido, peroxido de hidrégeno, y radicales hidroxilo generan dafio a los
MO. Estos radicales toxicos tienen una potente actividad bactericida, por lo que

interrumpen la formacioén de biopeliculas.

Los compuestos de plata y las AgNp’s ya han sido utilizados como material de
restauracion dental, cementos endoddnticos para retro obturacion, implantes

dentales y soluciones inhibidoras de caries [59].

En la Universidad de UTAH en Estados Unidos, se realizé un ensayo clinico
controlado [60] a simple ciego, con intencién a tratar, en el cual se evaluaron

soluciones comerciales de 10 y 32 partes por millon de AgNp’s (esféricas, de
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59.8nm+20nm) en sujetos sanos, a los cuales posterior a la ingesta de esta solucion,
se les realizaron estudios metabdlicos de laboratorio, dichos estudios fueron
hemograma, analisis de orina, esputo inducido, y ademas se les realizd resonancia
mAgNp’sética de abdomen y de pecho. Los resultados que muestran concluyen que
no se identificaron cambios importantes en los estudios metabdlicos, tampoco se
observaron cambios en corazon, pulmones u 6rganos abdominales. La exposicion de
la solucién comercial de nanoparticulas de plata, no muestra cambios clinicamente
importantes en el metabolismo humano, ni en los estudio hematolégicos, en orina, o

en los hallazgos fisicos o morfologia de imagenes.

En trabajos previos de tesis de maestria se han incorporado nanoparticulas de plata
a los selladores de fosetas dentales y adhesivos de uso odontopediatrico y
ortodontico; generando tesis de maestria y obteniendo resultados satisfactorios en el

control de microorganismos principalmente generadores de caries dental [61].

Por parte de la Facultad de Estomatologia de la UASLP, un estudio utilizé
nanoparticulas de plata, oro y éxido de zinc, con un tamafo de entre 40 y 60 nm y
comprobando efectos bacteriostaticos y bactericidas sobre Streptococcus mutans.
Las nanoparticulas de plata comparadas con las de oro y 6xido de zinc, resultaron
ser las de menor concentracion en las cepas de Streptococcus mutans, siendo los
resultados que la CMI (concentracién minima inhibitoria) de nanoparticulas de plata
contra el S. mutans de 4.86 ug/ml y la CMB (concentracién minima bacteriostatica)

de 6.25 pg/ml, respecto a las de oro y 6xido de zinc [62].

Otro estudio con el mismo equipo de trabajo, probd la citotoxicidad de las
nanoparticulas de plata en tejido periodontal humano y demostré6 que las
nanoparticulas de 100nm no producen cambios en la viabilidad celular. Ademas, la
concentracion de nanoparticulas de plata de < 10 y < 20 nm en la que se observé un
efecto de disminucién de viabilidad celular corresponde a 500 um (54ug/ml) en

exposicion directa por 7 dias.[52]



12

Sin embargo, a la fecha no existen trabajos previos que hayan evaluado la eficacia
de las AgNp’s dopadas en gel a la concentracion propuesta, al realizar busqueda en
las bases de datos de index nacionales o intenacionales como son PubMed, LILACS,
IMBIOMED, Embase, ScienceDirect, MedlinePlus o SpringerLink. La revision de la

literatura muestra que nuestro trabajo es el primero en evaluar dicha eficacia.

Por tanto, basado en lo anterior, con este proyecto se busca medir la efectividad
antiséptica a base de nanoparticulas de plata dopadas a un gel inerte, para reducir la
carga de algunos microorganismos de gran relevancia nosocomial como son:

Candida spp., Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae y Acinetobacter baumanii.
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2. JUSTIFICACION.

Las infecciones nosocomiales en pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos, pueden ser fatales, dado que los MO involucrados regularmente revelan
patrones de multirresistencia antimicrobiana. La evidencia cientifica sustenta la
relacion existente de la causalidad de estas infecciones nosocomiales por diversos
MO que forman parte de la microbiota oral. Dentro de las guias para la prevencion,
diagndstico y tratamiento de la neumonia asociada a ventilacibn mecanica asistida,
se incorporan puntualmente procedimientos de higiene oral teniendo como fin reducir
las cargas microbianas orales y asi, reducir particularmente, el riesgo de neumonias
asociadas a la microbiota oral. Por ello, la busqueda de alternativas preventivas y
terapéuticas que den un valor agregado en la reduccién de cargas microbianas
orales ademas de las ya estipuladas, han resultado en diversos intentos, tales como
las modificaciones de materiales de los dispositivos biomédicos, el uso de nuevos
compuestos activos de aplicacion sistémica o tdpica, la mejora de los procedimientos
fisico-mecanicos de higiene dental/oral, entre otras. En este sentido, las
nanoparticulas de plata (AgNp’s), resultan una alternativa atractiva dada su eficacia
antimicrobiana comprobada en piel, superficies inanimadas, y otras mucosas que de
acuerdo a la revision que hemos realizado hasta hoy no incluyen la aplicacion tépica

en la mucosa oral.

Basado en lo anterior, se realiza el presente ensayo clinico controlado aleatorizado,
para demostrar la eficacia de la formulacion propuesta de nanoparticulas de plata
dopadas a un gel comercial (K-Y®) para potenciar el efecto de los cuidados que ya
se establecieron en las guias para la prevencién, diagnéstico y tratamiento de la
neumonia asociada a ventilacibn mecanica asistida (GPDTNAYV) realizadas en
pacientes ingresados en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI) del Hospital Central
"Dr. Ignacio Morones Prieto” (HC “DIMP”) asi disminuir con su aplicacion topica oral
la carga microbiana de los principales microorganismos de potencial patégeno,
involucrados en neumonia asociada a ventilacion mecanica asistida, como son:
Candida spp., Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae y Acinetobacter

baumannii.
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2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Tendra eficacia antiséptica la aplicacion tépica de nanoparticulas de plata dopadas
en gel para reducir la carga microbiana oral en pacientes con ventilacion mecanica
asistida?
3. HIPOTESIS
La aplicacion topica de nanoparticulas de plata dopadas en gel tiene eficacia
antiséptica para reducir la carga microbiana oral en pacientes con ventilacion
mecanica asistida.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia antiséptica de la aplicacion tépica de nanoparticulas de plata
dopadas en gel contra gel sin dopar (placebo) para reducir la carga microbiana oral
en pacientes con ventilacién mecanica.
4.2 Objetivos especificos

1. Determinar cuentas microbianas orales totales basales en pacientes con

ventilacion mecanica antes de la higiene bucal.

2. Determinar cuentas microbianas orales totales finales en pacientes con
ventilacion mecanica con muestra a las 6 hr posteriores a la aplicacion topica

de nanoparticulas de plata dopadas en gel

3. Determinar cuentas microbianas orales totales finales en pacientes con
ventilacion mecanica con muestra a las 6 hr posteriores a la aplicacion topica

de placebo.
4. Comparar cuentas totales basales contra finales por grupo de tratamiento.

4.3 Objetivo secundario
1. Determinar la presencia de microorganismos de potencial patégeno
incluyendo: Candida spp., Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae vy

Acinetobacter baumanii, en la boca de pacientes con ventilacion mecanica.
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5. SUJETOS Y METODOS

5.1 Diseino del estudio.

El presente estudio es un ensayo clinico controlado aleatorizado (ECCA) tipo ADD-
ON

El tipo de estudio ADD-ON, se refiere a una variante de los ensayos clinicos en
donde no se les modifica a los pacientes los tratamientos o maniobras a realizar por
la afeccion principal, pero se afiaden otras alternativas terapéuticas para incluir mejor
beneficio al padecimiento. Esta inclusion generalmente es la intervencion a evaluar
en la investigacion. En el presente protocolo significa que no se modificaron las
maniobras para cuidados de los pacientes en UTI intubados, solo se anadio el

tratamiento experimental con gel, ya sea con AgNp’s o sin ellas.

5.2 Lugar y duracion.

Los pacientes incluidos son adultos intubados internados en la Unidad de Cuidados
Intensivos del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P.
Los procedimientos de laboratorio y los analisis de resultados se realizaron en el
Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y Patologia de Ila Facultad de
Estomatologia de la UASLP.

La duracién de recoleccion de datos fue de octubre 2014 a julio 2015.

5.3 Recoleccion de datos.

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos propuesta para este trabajo, obtenidos
de los expedientes en la UTI al momento de la inclusion del paciente al estudio.
ANEXO 1

5.4 Obtencion de nanoparticulas de plata e incorporacién en gel

Se usaron nanoparticulas de plata que han sido obtenidas mediante un proceso
patentado con el siguiente titulo y numero de patente: Proceso para fabricacion de
plata metalica nanométrica, monodispersa y estable y producto obtenido.
International application no.: PCT/MX2007/000047 [63].
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En el presente trabajo tanto la sintetizacion, caracterizacién y dopaje fue realizado en
el laboratorio de la facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi.Las AgNp’s ElI método de obtencién de las nanoparticulas se encuentra
patentado y se estan buscando nuevas aplicaciones de estas, la metodologia
completa de dicha obtencidon forma parte del proceso protegido bajo la patente
mencionada. La informacion de las nanoparticulas se presenta disponible en lo
referente a resultados previos de pruebas de citotoxicidad realizadas a las

nanoparticulas que aseguran su uso humano seguro en el ANEXO 2

La formulacidon de nanoparticulas de plata en gel que se emple6 en este protocolo,
se obtuvo mezclando AgNp’s (esféricas de 40 a 60 nm) dopadas a un gel comercial
(K-Y ®) mediante agitacion mecanica constante durante 30 minutos a 180 rpm. La
concentracion final de AgNp’s fue de 12.5 ug/mL, la que se determind basados en
estudios que el mismo grupo que las sintetiza sugiere, siendo la concentracion
maxima toxica [64]. El gel al que se le incorporaron las nanoparticulas y el que se

us6 como placebo control, es de la marca K-Y® de Johnson y Johnson. ANEXO 3.

5.6 Método de muestreo

Muestreo secuencial no probabilistico. En todos los casos se mantuvieron las
acciones profilacticas orales segun las recomendaciones de la “Guia de practica
clinica: Prevencién, Diagnostico y Tratamiento de la Neumonia Asociada a
Ventilacion Mecanica” [36] 2013 vigentes en el hospital para el cuidado de los
pacientes de la UTI, que incluye la limpieza con clorhexidina al 0.2% cada 8 hrs. a
todos los pacientes intubados sin excepcion. Para la obtencion de la muestra se llevo
a cabo la técnica de Scannapieco y cols [70] con algunas modificaciones, descrita en

el apartado 7.1.

5.7 Criterios de seleccién.
5.7.1 Criterios de inclusion
1. Pacientes con minimo 24 hrs de aplicacion de tubo Endotraqueal [65] para

soporte ventilatorio y que estuvieron con sonda nasogastrica, internados a la
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UTI del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Pacientes con minimo 24 hrs de ingreso a la UTI .

Pacientes con sedo-analgesia, en coma o coma inducido.

Ambos sexos.

Mayores de 15 anos de edad

Que cuenten con el consentimiento informado firmado por un familiar o

responsable legal del paciente.

5.7.2 Criterios de exclusion:

1.

Que el paciente no este participando en otro estudio que cause conflicto con el
presente ensayo.

Pacientes que presenten bronquiectasias, hemoptisis grave o masiva, fibrosis
quistica.

Pacientes con sensibilidad conocida a la plata.

Pacientes que presentaron intubacion dificil reportada en el expediente.
Pacientes que por su estado fisico no permitiera la realizacion del examen
oral, adecuada toma de la muestra o aplicacién del gel.

Mujeres embarazadas

Pacientes con mucositis oral

5.7.3 Criterios de eliminacion

1.

Pacientes que se iniciaron en el protocolo y que durante el transcurso del
estudio hayan fallecido antes de la primera o segunda muestra.

Pacientes que sean trasladados a otro hospital antes de la segunda muestra.
Pacientes que entrando al estudio antes de la segunda muestra hayan sido

extubados.

5.8 Recursos materiales:

Se contd con la infraestructura del Laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y

Patologia Bucal, asi como con los insumos necesarios para la elaboracién de las

pruebas microbiolégicas en el laboratorio. Lo concerniente a la formulacién de
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nanoparticulas de plata y su colocacién en gel fueron suministrados y dopados por

personal del Laboratorio de la Facultad Ciencias de la UASLP.

5.9 Financiamiento:

Para el desarrollo de este proyecto, el presupuesto para adquirir diversos materiales
y reactivos necesarios se planificaron dentro de una linea de investigacién del cuerpo
académico “Diagndstico Molecular, Patologia y Microbiologia Experimental
Odontoldgica”, por lo que se establecié como parte del presupuesto con que cuenta

dicho cuerpo académico durante el tiempo que duré el muestreo.

Los costos de la obtencion, caracterizacién e incorporacion de las AgNp’s en gel,
fueron sufragados y proporcionadas por parte del grupo de trabajo la Facultad de

Ciencias, cuyo responsable es el Dr Facudo Ruiz.

Se firmd por parte de los investigadores involucrados una carta de no conflicto de
intereses ANEXO 7.



6 PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

6.1 Definicion conceptual y operacional de las variables

6.1.1 Variable Dependiente

19

Cddigo Nombre Significado Escala de Indicador
Medicién
TOTALM2 | Carga Se midié en funcién | Conteos Unidades
Microbiana de unidades formadoras de
Postratamiento | formadoras de colonias  por
colonias UFC del mililitro
promedio total de los (UFC/mL)
microorganismos a
estudiar
6.1.2 Variables Independientes
Cddigo Nombre Significado Escala de Indicador
Medicién
Carga Microbiana | En muestra tomada antes UFC/mL
TOTALM1 |Basal de la aplicacion del|Conteos
tratamiento
Gel KY dopado con a,b
Tratamiento Nanoparticulas de plata y
Tratamiento Dicotémica
sin  nanoparticulas de
plata
TI Tiempo de | Tiempo en horas a partir | Continua Horas
intubacion de que el paciente fue
intubado, con los datos
obtenidos del expediente.
APACHE Il |Acute Physiology | Clasificacion de | Continua 0-71
and Chronic Health | severidad o gravedad de
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Evaluation Il enfermedades
AM Antimicrobiano Tipo de uso de | Categdrica |0=no
medicamento dicotémica |1=si
antimicrobiano al incluirlo

6.2 Plan de analisis, calculo de tamafio muestral, aleatorizacién y cegamiento.
Se realizé analisis de concordancia del observador, usando correlacion intraclase
segun Bland y Altman utilizando una base de datos con los conteos de UFC en

placas de AST (Agar Soya-Tripticaseina) por duplicado con 22 observaciones.

El analisis descriptivo de cada variable incluida se reporté como media y desviacion
estandar cuando las variables tenian escala continua si su distribuciéon era normal, y
el equivalente no paramétrico en caso contrario. Las variables con escala categorica

se reportaron como frecuencia o porcentaje.

Los resultados se analizaron con el siguiente modelo lineal:
TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl + APACHE Il + AM

El modelo tiene cinco grados de libertad. Segun este modelo se calcula con diez a
veinte repeticiones por cada grado de libertad y se necesitaron un minimo de entre
50 y 100 pacientes para llevar a cabo el proyecto, segun Peduzzi, Concato y
Feinstein [66,67].

Al ser la variable dependiente un conteo se verific6 que no tuvo criterios de una
distribucion normal, por tanto, se realizd una transformacion para ajustarla a la
normalidad segun el método de Box y Cox (transformacion Box-Cox) [68]. Las
variables explicativas son conteo, dicotémicas y continuas, con un grado de libertad

cada una.
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La aleatorizacién de los pacientes se asign6 por bloques para dos tratamientos de
acuerdo a una lista generada con el software R y R-commander en su version mas
reciente, utilizando bloques de asignacion al azar con la funcién block.random() del
paquete psych [69]. Este protocolo se considerd viable pues en promedio llegan a la

UTI 650 pacientes anuales, 48 por mes, existen 10 camas en la UTI.

7 Plan de trabajo

La primera etapa del proyecto consistié en la autorizacion del comité de la Maestria
en Ciencias en Investigacién Clinica y posteriormente se obtuvo el registro de
aprobacion del proyecto en el departamento de ensehanza y la autorizacién del
comité de ética del Hospital Central Dr Ignacio Morones Prieto con el numero 93-14
del 26 de septiembre del 2014. Se entregd una copia al responsable de la Unidad de
Cuidados Intensivos tanto del protocolo como de la carta de aceptacion del protocolo.
Después, se realizd el registro del protocolo de investigacion en el portal de

http://clinicaltrials.gov, obteniendo el numero de registro NCT02761525.

7.1 Procedimientos de obtencion de muestra del ensayo

Los pacientes intubados con las especificaciones del TET segun la NOM-134- SSA1-
1995 [65] estuvieron bajo sedo-anestesia, estado de coma o coma inducido, ademas
de que estaban alimentados por sonda nasogastrica. No se modificaron los
procedimientos especificos correspondientes para su atencion en la UTI segun la
guia clinica titulada: Prevencion, Diagnéstico y tratamiento de la neumonia asociada
a ventilacion mecanica. Los datos se obtuvieron del expediente del paciente
incluyendo el monitoreo de las radiografias de térax, eventos adversos, duracién de
la estancia en la unidad de cuidados intensivos (UTI). Se incluyeron en la ficha de
recoleccion de datos, la evaluacion APACHE Il (Acute Physiology And Cronic Health
Evaluation IlI) que calcul6 el residente de UTI en turno. El examen oral y la toma de
muestra para el cultivo se realizé en la UTI utilizando las medidas universales de
barrera de manera sistematica (barreras desechables). Se realiz6 una toma de
muestra basal para identificaciéon de los microorganismos a cuantificar, asi como un

muestreo a las 6 hrs, posterior a la aplicacion del tratamiento propuesto.
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Para obtener la muestra de saliva, se realiz6 la técnica segun Scannapieco y cols
[70] con algunas modificaciones, la cual consisti6 en obtener saliva mediante un
hisopado de la mucosa oral por cuadrantes y cerca del TET (siguiendo el margen
gingival, paladar, dorso de lengua y piso de boca, usando la punta de algodén de un
hisopo); posteriormente el hisopo se introdujo en caldo YPD (Yeast Extract-Peptone-

Dextrose) para su transportacién al laboratorio.

El hisopado que se realizé fue inciando del lado contrario a la colocacion del TET, sin
sacarlo de la boca, llevandolo a la zona retromolar, y con movimientos semicirculares
se recorrio la mucosa labial superior hasta el fondo de saco, continuando hasta zona
retromolar del lado contrario, mucosa labial inferior, siguiendo segun el caso “las
manecillas del reloj” o al contrario. Se tomé muestra de lengua, paladar y piso de
boca. Al finalizar se colocé en un tubo Falcon con caldo de cultivo, para trasportarlo
al laboratorio. Posteriormente, el personal del hospital llevé a cabo los cuidados que
se indican en la GPDTNAYV, mismos que se llevan a cabo de forma rutinaria en la UTI

para pacientes intubados, y siguiendo la normatividad establecida en el HC’DIMP”.

7.2 Técnica de aplicacion del tratamiento (gel con y sin AgNp’s)

Se colocé la unica aplicacion del gel con o sin AgNp’s, repartiéndo un 1 mL con una
jeringa hipodérmica, sin aguja, pre-dosificada, por paciente, previa aleatorizacién en
la cavidad oral, siguiendo el mismo proceso de obtencidn de muestra repartiéndolo

con un hisopo nuevo y estéril. [70].

7.3 Transporte de la muestra

Las muestras se transportaron al laboratorio de Bioquimica, Microbiologia y
Patologia de la Facultad de Estomatologia en un periodo no superior a las tres horas
posteriores a la toma de la muestra, que se colocaron en una hielera de unicel. Se
cuidé que los tubos se encontraran correctamente rotulados y siempre colocados en
la base de unicel especificamente disefiada para éstos con la boca hacia la parte
superior para evitar vaciamientos o contaminaciones. Los tubos se identificaron con:

el numero de folio, fecha y hora de la toma de muestra, para proceder a su siembra.
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7.4 Procedimientos microbiolégicos

En el laboratorio se homogeneizé la muestra utilizando un vértex durante 30 seg.
Posteriormente se hicieron diluciones seriadas de 10" hasta 107 y se sembraron en
placas de Agar Dextrosa Sabouraud y agar Soya-Tripticaseina para crecimiento de
hongos y bacterias respectivamente. Después de 48 hrs de incubarlas en estufa a
36°C, se sembrd un inoculo de la biomasa de cada cultivo en placas de
CHROMagar™ Candida, CHROMagar™ Staph.aureus, CHROMagar™ Acinetobacter
y CHROMagar™ Orientation mediante la técnica por agotamiento y se volvieron a
incubar en la estufa. Posterior al crecimiento de las colonias se llevo a cabo el conteo
de forma visual registrando el total de la placa de Agar Dextrosa Sabouraud y agar
Soya-Tripticaseina que fuera nitido y tuviera mas de 30 colonias y minimo de 300
segun las normas establecidas. El detalle de los procedimientos microbioldgicos y las
fichas técnicas de los CHROMagar™ estan incluidos en el ANEXO 4. El investigador
principal y personal del laboratorio de microbiologia estuvieron cegados a las

asignaciones de tratamientos.

8. ASPECTOS ETICOS.
Se solicité aprobacién por parte del comité de Etica del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” con numero de registro 93-14 con fecha del 26 de septiembre del
2014. ANEXO 5
Este ensayo se llevd a cabo de acuerdo con los principios de la declaracion de
Helsinki adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio
1964 y hasta la enmendada en la 64 WMA Asamblea General, Fortaleza, Brazil,
Octubre 2013; y con La ley General de Salud, en materia de la investigacion para la
salud, que de acuerdo al articulo 3° menciona contribuira:

* Al conocimiento de los vinculos entre las causas de enfermedad, la practica

médica y la estructura social

* Ala prevencion y control de los problemas de salud
De acuerdo al articulo 17°, ésta Investigacién se considera de riesgo minimo ya que
las actividades a realizar son:

1. Recabar informacién en un formato de ficha de recoleccidon de datos
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2. Observar de forma clinica intra-oral para evaluar la presencia de lesiones de
los tejidos blandos en boca.

3. Obtener una muestra por hisopado de la cavidad oral, siguiendo un método no
invasivo e indoloro. Ver ANEXO 6

4. Colocar de forma topica el gel con y sin AgNp’s previa aleatorizaciéon en la
cavidad oral de cada paciente, asi como cerca del tubo endotraqueal,

repartiendo el total con un hisopo limpio y estéril de una forma homogénea.

Todos los sujetos de estudio pertenecieron a la poblacion de pacientes de la Unidad
de Cuidados Intensivos del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

Cabe mencionar que los procedimientos a los que se sometieron los sujetos de
estudio, tanto para las evaluaciones clinicas, como toma de muestras y colocacion
de gel con y sin nanoparticulas de plata, no representaron un gasto adicional para el
sujeto de estudio sobre los gastos en los que normalmente incurriria por ser admitido

y/o tratado en la unidad clinica mencionada.

Siguiendo los lineamientos de los articulos 21 y 22, Se explicaron a los responsables
legales de cada sujeto potencial de estudio, el propdsito y naturaleza del
experimento, incluyendo el tipo y procedimientos especificos para la evaluacion del
gel propuesto, el registro de mediciones clinicas y la identificacion microbiolégica a

partir de muestras de la mucosa oral.

Después de haber leido, entendido y aclarado cualquier duda sobre el estudio, su
participacion y la forma de consentimiento informado, se le pidi6 al familiar
responsable legal que firmara dicha forma, con lo cual establecié su entendimiento

sobre el estudio y el deseo voluntario de participar. Ver formato en ANEXO 6

En todos los casos los sujetos podian retirarse del estudio si asi lo deseaban, con
simplemente comunicarlo al clinico responsable, sin que esto pueda representar
algun perjuicio en el tipo, calidad o curso del tratamiento para el cual acuden y se

admiten a la UTI.
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9.1 Asignacion
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Fueron estudiados un total de 70 pacientes, aleatorizados en bloques de dos para

dos tratamientos. Durante el estudio, se excluyeron nueve pacientes cuyos familiares

solicitaron no ser incluidos en el protocolo; 8 mas que fallecieron y 3 pacientes que

fueron extubados antes de tomar la segunda muestra, fueron eliminados.

La muestra total analizada incluyd 50 pacientes, 25 para tratamiento con gel dopado

con AgNP’s (Trtamiento A) y 25 para tratamiento con gel sin AgQNP’s (grupo placebo

o Tratamiento B). (Diagrama 1).

Diagrama 1: Diagrama de flujo de la muestra
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9.2 Caracteristicas Generales de los pacientes

Entre las caracteristicas generales de la poblacién, se observé que la mayoria de los
pacientes estudiados fueron del sexo masculino, con una edad media de 41.6 afios
DE=18.5 (15-86 afos), un tiempo de intubacion promedio de 54.1 hrs (DE=21.5, 24-
120 hrs), asi mismo presentaron un indice APACHE Il promedio de 9.8 (DE=4.9,

escala 1-20) y la utilizacion de antimicrobianos en 23(46%). (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas generales de pacientes intubados en UTI por
tratamiento.
Gel con AgNP’s (n=25) Gel sin AgNP’s(n=25) n=50

Variables Media DE Media DE p
Edad (15-86 afios) 44.88 20.83 38.36 15.61 0.2*
APACHE Il (0-20) 9 492 11 4.77 0.1*

Tiempo de intubacién 58.44 23 49.92 19.5 0.2*

Masculino 15 60 18 72 0.5**
Sexo
Femenino 10 20 7 14 0.4**
Si 12 52 11 48 0.5**
Antimicrobiano
No 13 48 14 52 0.5**

*T — student, **X? : DE = Desviacion estandar

9.3 Diferencias segun el modelo de regresion lineal

Con la finalidad de observar si hay diferencias significativas entre los conteos
basales y finales de UFC microbianas de aislados clinicos de cavidad oral de
pacientes de UTI intubados, utilizando tratamiento tépico de gel dopado con AgNP’s
y gel sin dopaje, y con esto, mostrar la efectividad de dicho tratamiento, se realizé un
analisis con el siguiente modelo lineal al 95% nivel de confianza con el programa R;

Rcmdr y Rstudio en su version mas reciente:
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TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl + AM + APACHEII

No existe evidencia de normalidad del conjunto de datos con la prueba de Shapiro-

Wilk, mostrando con una P=< 0.001 como se muestra en la Grafica 2:

Grafica 2. Qqplot de Prueba de Shapiro Wilk mostrando distribucién no normal.
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Posteriormente se realizd transformacion Box-Cox de la variable independiente con
la finalidad de usar pruebas paramétricas. Un nuevo analisis de normalidad con
Shapiro—-Wilk resulté con un valor de p=0.7, mostrando normalidad del conjunto de

datos. Grafica 3.
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Grafica 3. Qgplot de Prueba de Shapiro Wilk mostrando distribucion normal

después de transformacion Box-Cox.
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Se analizé el modelo TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento + TI + AM + APACHEII,
resultando estadisticamente significativa con una p=0.05. Para determinar la calidad
del modelo y poder replicar los resultados, al determinar la proporcidén de variacion
de los mismos, se encontré una R? de 21.5% y R? ajustada de 12.6%, con TOTALM2
como variable dependiente y con el conjunto de variables independiente, asi
entonces el 87.6% de la variacién con TOTALM2 no esta explicada con este modelo,

posteriormente se redujo el modelo hasta la variable que mostré significancia siendo:
TOTALM2 ~ TOTALM1.

Con este modelo de regresién se muestran diferencias significativas con una R?
1.55%, R? ajustada de 1.09% y con una p=0.01. El 98 % de la variacién con

TOTALM2 no esta explicada con este modelo. Con estos resultados se puede
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interpretar que existe alguna variable que disminuye el conteo final con respecto al

basal que no tiene que ver con el tratamiento empleado.

Para determinar las cuentas microbianas orales totales basales en pacientes con
ventilacion mecanica antes de la higiene bucal y posterior al tratamiento
experimental, se obtuvo el conteo de los microorganismos por ml de saliva en
expresion logaritmica de UFC, comparando las medias entre grupos. La media basal
de los pacientes del grupo experimental fue para el gel dopado con AgNp’s o
(tratamiento A) se redujo 5.431x10°, de 6.846 x10° disminuyendo a 1.415 x10°
posterior al tratamiento, no mostrando diferencia estadisticamente significativa, con
respecto al gel sin las AgNp’s (Tratamiento B) con una p>0.05. La media basal de
los pacientes del grupo control (Tratamiento B) fue de 5.862 x10° disminuyendo
discretamente a 5.220 x10°, sin diferencia significativa (p=0.4; T-student). A pesar
de no observar diferencia significativa entre los conteos basales vs conteos finales

con tratamiento experimental o control Grafica 4.

Grafica 4. Grafica de Barras mostrando diferencias entre conteos basal y final

por grupo de tratamiento
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Se observd una reduccion en el grupo experimental. La reducciéon en las cuentas
microbianas corresponde a una actividad inhibitoria, no observandose actividad
bactericida. Ver Tabla 2

Tabla 2. Diferencias de las cuentas microbianas por grupo de tratamiento

Tratamiento Media DE Media DE p**

Gel con AgNp’s
(Tratamiento A)
Gel sin AgNp’s
(Tratamiento B)

*Los datos estan representados 1 x°°,
** T — student;

DE = Desviacién estandar

9.4 prevalencia de microorganismo en la unidad de cuidados intensivos

En la tabla 3 se muestra la prevalencia de los patdégenos identificados en la mucosa
oral de los pacientes antes del tratamiento y después del tratamiento por grupo de
estudio. Respecto a las especies de bacterias y hongos que colonizaron la cavidad
oral de los pacientes evaluados, antes y después del tratamiento, se identificaron
especies de los géneros Candida, Enterobactericeae, Staphylococcus y
Acinetobacter en ambos grupos. Se observé que posterior a la aplicaciéon del
tratamiento experimental, no se identificé Acinetobacter spp ni Candida spp en el
conteo final. La frecuencia de Enterococcus que se mantuvo con la misma frecuencia
independientemente del tratamiento aplicado. Con respecto a C. glabrata disminuy6
considerablemente con el tratamiento A (p=0.004) y Acinetobacter spp se eliminé en
el conteo final con ambos tratamientos.C. albicans se mantuvo sin disminucién pese
al tratamiento empleado. Es interesante que Staphylococcus aureus disminuy6 de
forma significativa con el palcebo (p=0.02). Asi también para Acinetobacter
baumannii no se observé una reduccién significativa (p=0.6) con tratamiento B y con
Tratamiento A (p=0.8)
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Tabla 3. Prevalencia de los patégenos identificados en la mucosa oral de los

pacientes antes del tratamiento y después del tratamiento por grupo de estudio

Microorganismo

Tratamiento experimental (A)

Tratamiento placebo (B)

n:25 n:25
Candida Basal % Final % *p Basal % Final % *p
Candida albicans 12 48 12 48 1 7 28 7 28 1
Candida glabrata 11 44 2 8 0.004 1 4 1 4 1
Candida krusei 3 12 2 8 0.6 1 4 2 8 0.6
Candida spp 1 4 0 0 NA 2 8 2 8 1
Staphylococcus
Staphylococous |45 48 45 48 4 7 28 1 4 002
aureus
Staphylococcus spp 10 40 8 32 0.6 5 20 5 20 1
Acinetobacter
AZ’”et"baC‘f?’ 10 40 11 44 08 11 44 9 36 06
aumannii
Acinetobacter spp 3 12 0 0 NA 4 16 0 0 NA
Enterobactericeae
Enterococcus 13 52 9 36 0.3 13 52 11 44 0.6
Pseudomona 7 28 4 16 0.9 6 24 5 20 0.7
Klebsiella 6 24 5 20 0.7 2 8 3 12 0.6
Entaboeba coli 4 16 1 0.2 4 16 0 0 NA
Proteus/Citrobacter 1 4 2 8 0.6 0 0 1 4 NA

*Xi2

En la Grafica 5, se muestra la prevalencia de microorganismos orales aislados de

pacientes con VMA en la UTI; apreciandose que existe en primer lugar presencia de

Enteroccoccus feacalis (17%), posteriormente Acinetobacter baumannii (13%), en

tercero y cuarto lugar de prevalencia Candida albicans (12%) y otra especies de

Staphylococcus (10%) siendo en mayor proporcién la especie S. Aureus (12%). Lo

que respecta a las demas especies de bacterias u hongos la disminuciéon no fue

significativa con cualquiera de los tratamientos.
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Grafica 5. Prevalencia de Microorganismos en la Unidad de Cuidados
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10 DISCUSION

En el presente estudio, fue evaluada la eficacia de la aplicacion de una unica dosis
tépica de un hidrogel dopado con AgNp’s a una concentracion de 12.5 ug/mL para
reducir la carga microbiana oral en pacientes con VMA, comparado con el efecto de
un gel sin dopar. Se determiné que el gel dopado con AgNP’s redujo la carga
microbiana oral 5.4 veces en comparacion con el grupo placebo cuya reduccion fue
de 0.6 veces, sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa entre
los grupos de tratamiento, ya que la reduccion de las UFC fue menor de 1 logaritmo.
No obstante ésta reduccién de las cargas microbianas demuestra la capacidad
inhibitoria de las AgNp’s, no asi una capacidad microbicida. Jain y cols, evaluaron un
gel dopado con AgNP’s en el mismo lapso de tiempo que en este trabajo, ellos
observaron una reduccion de 3 log y proponen esta reduccion para determinar la
eficacia antimicrobiana de las AgNP’s [59]. Cabe resaltar, que dicho estudio

demostré la eficacia in vitro, lo que difiere con nuestras evaluaciones.

Los pacientes que se estudiaron en este tabajo eran pacientes con VMA ingresados
en la UTI del Hospital Central de nuestra localidad. Para ser incluidos en el estudio.
se consideraron como criterios de inclusién que todos estuvieran alimentados con
sonda nasogastrica, con reducida hiposalivacion y nula autoclisis, ademas de que
estuvieran en coma o coma inducido, con el fin de reducir variables en la eficacia del
gel dopado con AgNP’s. Por lo que la aplicacion del gel se llevdé a cabo de forma
complementaria a los procedimeintos de higiene oral recomendados por las
GPDTNAYV, asegurando que las AgNP’s se aplicaran cada 6 a 8 hrs, coincidiendo
con el siguiente procedimiento de higiene oral, intervalos sefalados como eficaces
bactericidas [28].

La distribucion por genero y media de edad de nuestra poblacion es similar a los
reportes de trabajos similares, la poblacion mas afectada con 66 % fue la masculina
y el promedio de edad fue de 41 anos, a diferencia del reporte de Gil-Perotin (2012)
[71] donde se reporta un 27% de mujeres con una media de edad de 59 anos,

mientras que otro estudio, reporta una edad promedio de 57 anos [72].
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Cerca del 75% de los pacientes en UTI de este trabajo, estaban ingresados en la
unidad por accidentes con diversas complicaciones, muchas de ellas traumatismos
craneoencefalicos, lo que coincide con los datos reportados segun el perfil estatal de
seguridad vial en San Luis Potosi 2013, en donde el mayor indice de mortalidad es
en el sexo masculino, con una tasa de accidentes que es del 28.3 por cada 100.000
habitantes en contraste con 6.6 por cada 100,000 habitantes para mujeres.
Bergmans en el 2000 [33] menciona que hasta casi el 70% de los pacientes que

estan hospitalizados en la UTI son del sexo masculino.

Asi mismo, las condiciones sistémicas de los pacientes estudiados fueron
consideradas utilizando el indice APACHE II, como un indice predictor de infecciones
nosocomiales propuesto por Knaus y cols. en 2014 [73]. Este indice ha sido
previamente validado evalua la gravedad del paciente en UTI [74,75], considerando
analisis clinicos, la escala de Glasgow y las enfermedades que padecen; prediciendo
en base al puntaje el estado del paciente y sus posibilidades de morir. Otros estudios
usaron el mismo indice con medias de 20 en puntaje, a diferencia de lo observado
por nosotros donde se observaron medias en puntaje de 10, observamos al respecto
qgue la condicion sistémica no se relaciono con el aumento o reduccion de la carga

microbiana oral independientemente si se les aplico o no el gel dopado con AGNP's.

También segun el modelo lineal realizado, las condiciones demograficas y clinicas de
los pacientes estudiados y su evolucion no influyeron en el efecto del tratamiento
evaluado con AGNP’s, sin embargo dichas condiciones de los pacientes en la UTI,
son predictoras de una mayor profilefacion de MO patdégenos provenientes de la
microbiota oral normal, los cuales hemos planteado que por diferentes factores
disbioticos elevan el riesgo de infecciones profundas y/o diseminadas. Scannapieco
[29] menciona al respecto, el papel que juegan estos MO en las infecciones
respiratorias y la importancia de disminuir las UFC microbianas de cavidad oral para
minimizar el riesgo de padecer NAV; ya que se ha demostrado que el uso TET y su
colonizacion por agentes microbianos orales incrementa dicho riesgo a producir esta
enfermedad [76-79].
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Un intento de modificar el ambiente bucal local ha sido el motivo central de este
trabajo, dicha modificacién se encamina a disminuir riesgos de NAV, como se ha
demostrado por otros autores [17,18,78], en revisiones sistematicas [38], meta-
analisis [79-81] y guias nacionales [36] e internacionales [82,83]. El uso de
antisépticos como la CHX a diferentes porcentajes aunado a las técnicas de
cepillado, han demostrando su efectividad en disminuir el riesgo de enfermedades
pulmonares [84,85]. Lo anterior refuerza nuestra trabajo que plantea la importancia
en la reduccion de la microbiota oral en pacientes con TET lo que impactara en la
reduccion del riesgo de NAV [70]. La eficacia de agentes antisépticos,
antimicrobianos (antibiéticos, antifungicos) [86] o la combinacion, para disminuir el
riesgo de NAV, ha sido demostrada previamente [5]. Entre las propuestas evaluadas
se encuentran: a) el uso de CHX, b) técnicas mecanicas de higiene oral, c)
alternativas antimicrobianas conjuntas [87], d) dispositivos recubiertos con AgNP’s
como TET o catéteres [88], e) AgNP’s combinadas con antibidticos [89], estos

ultimos reportando una reduccién significativa de bacterias gramnegativas.

Sin embargo, en este contexto se debe considerar que la exposicién frecuente a
cualquier sustancia antimicrobiana resultara en seleccion de cepas resistentes
[90,91] y/o adquisicion de mecanismos de resistencia, por lo que las AgNP’s ofrecen
una alternativa segura, eficaz tanto en evaluaciones in vivo [92,93] como in vitro [94]

para combatir cepas resistentes.

El tiempo, uso y frecuencia de aplicacién de AgNp’s para reducir MO de la microbiota
oral son factores a considerar para mostrar significancia clinica [95], por lo que en
este trabajo se propuso su uso incorporandolas a un gel inherte con el objeto de
mejorar el tiempo de contacto, sin embargo, no se observé el efecto deseado sobre
las cuentas totales, por lo que planteamos que la eficacia depende de una serie de
factores intrinsecos y extrinsecos revisados por Hajipour y cols [96], Ravishankar Rai
y Jamuna Bai [97]. Los factores intrinsecos incluyen: concentracién, tamano, forma,

tiempo de exposicion.
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Se han reportado concentraciones minimas inhibitorias de las AgNP’s van en un
rango de 0.78-6.25 ug/mL [64] a un rango de 5-10 pg/mL [98], evaluadas in vitro,
sobre cepas ATCC. En el presente trabajo, utilizamos una concentracion de
12.5ug/ml tomando como base reportes previos de la caracterizacion de AgNp’s
observando un efecto bajo in vivo, por o que es necesario evaluar concentraciones
superiores en futuros ECCA’s, basados en un analisis exhaustivo necesario de la
farmacocinética de las mismas que considere el tiempo de permanencia en los
tejidos orales, la dinamica salival, humectabilidad de los tejidos entre otros factores,
para explicar porque in vitro se ha demostrado una alta eficacia que no es replicable
clinicamente, asi como analizar otros factores influyentes sin dejar de lado la

toxicidad que puedan generar.

Respecto al tamafno, se ha propuesto que las de menor tamafio muestran mayor
actividad microbicida, especialmente las <30 nm [99]. No obstante, si son de menor
tamafio pueden ser mas toxicas para células humanas como fibroblastos o
macrofagos [100]. Las usadas en este trabajo fueron de 40 a 60 nm, evaluadas
previamente in vitro sin efectos toxicos asociados al tamano, pero si dependientes de

la dosis y tiempo de exposicidon [52,64].

Al respecto de la toxicidad de las AgNP’s en consideracién a su uso clinico, existe un
trabajo muy interesante donde una solucion comercial de AgNP’s en una
concentracion de 10 a 32 ppm [60] ingerida, no causo cambios metabdlicos,
hematoldgicos, urinarios, ni generacidbn de especies reactivas de oxigeno o
incremeto en citocinas, sin cambios morfoldgicos abdomen, higado y rifidn evaluados
con resonancia magnética, lo cual sustenta su uso potencial en concentraciones mas

altas en ensayos clinicos controlados aleatorizados.

Otro factor intrinseco es la forma de las AgNP’s; en este trabajo se evaluaron las de
forma esférica que se ha demostrado eficacaz en estudios in vitro [52,63,64], no
obstante, Hajipour [58] menciona que la forma triangular resulta mas cortante y

muestra mayor actividad que la esférica, a este respecto la mayoria de los resultados
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sobre su eficacia se demuestran utilizando cepas de referencia y ninguno en estudios

in vivo o con aislados clinicos.

Respecto al vehiculo, en el presente trabajo se utilizdé un hidrogel inherte dopado con
AgNP’s, se ha planteado que los vehiculos les confieren a las AgNP’s un andamio
ideal para su accidén antimicrobiana [101], y aunque se han evaluado in vitro
diferentes biomateriales como silicones, nanomateriales de alginato, chitosan, y
adhesivos de uso odontolégico, no hay evidencia suficiente de que mejoren su

efecto.

Diferentes factores no considerados en este trabajo, tales como el ambiente aerdbico
0 anaerobico, pH, la velocidad de crecimiento bacteriano, la actividad metabdlica y su
crecimiento en biopelicula, son factores extrinsecos que pudieran afectar la
sensibilidad a las AgNP’s [102].Por lo que se sugiere analizar la influencia de estos
para estandarizar las condiciones ideales de las AgNP’s y su uso clinico. Asi como la

diversidad microbiana presente en la cavidad oral.

Avila y col. en el 2009 [103], identificaron como parte de la microbiota oral normal, a
bacterias que se encuentran en el tracto gastrointestinal y otras bacterias gram
negativas causantes de infecciones nosocomiales de dificil manejo [103,104], todos
éstos, considerados MR [105], siendo los mas relevantes Enteroccoccus feacalis,
seguido de Acinetobacter baumannii, especies de Staphylococcus y de éstos ultimos,
los de mayor proporcion la especie S. aureus. Fue muy relevante en este trabajo que
se aislaron de la mucosa bucal de los pacientes con TET, patégenos causantes de
infecciones nosocomiales, los cuales no siempre forman parte de la microbiota oral
normal, entre los datos mas relevantes Acinetobacter baumannii fue aislada de la
mucosa oral de nuestros pacientes estudiados, esta bacteria cuando infecta,
aumenta la mortalidad de los pacientes en la UTI, inclusive Garrouste-Orgeas en
1997 [28] menciona que estando presente en la cavidad oral puede aumentar hasta
7.5 veces el riesgo de desarrollar NAVM, demostrando mediante estudios

filogenéticos que las cepas aisladas causantes de neumonia eran las mismas de las
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aisladas en boca [106—108]. A la fecha existen pocos reportes [109] que mencionan
haber aislado A. baumanni en la region orofaringea, generalmente se ha mencionado
que es el mismo en aislados de sangre y que colonizan la region gastrointestinal. Por
otra parte, observamos que su frecuencia no se afecto después de la aplicacion de
AgNP’s, a diferencia del reporte de Lysakowska y cols. [110] quienes observaron un
efecto bactericida in vitro de cepas de A. baumanii utilizando AgNP’s a una

concentracion de 0.78 ug/mL.

En el trabajo de Roberto Monteiro y cols [111] evaluaron el efecto de AgNP’s en
concentraciones efectivas de 0.4 a 3.3 ug ml, sobre biopeliculas de Candia albicans'y
C. glabrata, resultando interesante que hubo disminucion de éste ultimo con el
tratamiento experimental propuesto. Mientras que en otro trabajo donde evaluaron
resinas para obturaciones dentales dopadas con AgNP’s de 6 hasta 80 nm,
observaron un efecto fungicida en contra de Candida [112,113], con efectos similares
a la nistatina contra de Candida albicans y C. glabrata disminuyendo la estomatitis
asociada a protesis dental [114]. En un estudio realizado en Turquia por Dereli en el
2012 [22], demostraron que los principales microorganismos causante de infecciones
nosocomiales son bacterias gramnegativas y especies de Candida; reportando cifras

muy similares con Azim [115] y con el presente trabajo.

Respecto a la frecuencia de los MO estudiados, encontramos que C. albicans ocupo
el tercer lugar de prevalencia, coincidiendo con otros trabajos que han demostrado
su presencia tanto en lavados bronquiales como aislados bucales [116—118] .Esta
frecuencia de colonizaciéon por Candida, es consistente con trabajos previos,
Hedderwick (2000) [119] reporta en su estudio que 65% de los pacientes estaban
colonizados en alguna parte del cuerpo por hongos al momento de su

hospitalizacion.

Al respecto de otros patdégenos, Kathleen Hutchins [6] reporta que el mayor indice de
colonizacion en NAV de aislados traqueales lo tuvo Pseudomonas y Staphylococcus

aureus, mientras que Vandecandelaere en el 2013 [120,121] reporta que la mayoria
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de las especies aisladas en garganta, nariz y setum nasal son consideradas como

microorganismos farmacoresistentes.

En este trabajo aunque hubo disminucién inhibitoria de UFC microbianas orales, no
se mostraron diferencias estadisticamente significativas entre usar AgNP’s y no
hacerlo. Sin embargo, se destaca una reduccién en la frecuencia de C. glabrata,
mientras que Acinetobacter baumanii, Entecobactericeae, S. aureus, C. albicansy C.
krusei se matuvieron sin diferencias en su frecuencia después del tratamiento

propuesto.

Con lo anterior podemos mencionar que los efectos observados en los trabajos in
vitro 0 en modelos animales no se consideran aplicabes a modelos clinicos
humanos, probablemente por el desarrollo de biopeliculas microbianas complejas y
una alta variabilidad de especies en las cargas totales, donde la susceptibilidad
antimicrobiana se ve modificada, por lo que es necesario realizar mas estudios
modificando dosis, tiempo de accion y/o vehiculo para lograr el efecto deseado,

basados en un modelo farmacocinetico de prediccion preciso.

No obstante el efecto inhibitorio observado sobre las cuentas totales representa un
hallazgo muy importante que debera estudiarse en mayor profundidad, evaluando el

efecto sobre especies especificas.
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11. CONCLUSIONES

Un hidrogel inherte dopado con AgNP’s en una concentracion de 12.5 ug/mL reduce
las cuentas microbianas orales totales 9 veces mas que un hidrogel sin dopar, lo que
demuestra su efecto antimicrobiano, sin demostrarse una eficacia ya que la
reduccion de las cuentas no alcanza significancia clinica en la reduccion logaritmica
alcanzada (<1 Log), no obstante, se reduce significativamente la frecuencia de C.
glabrata, no asi la de otros microorganismos incluyendo Entecobactericeae,
Acinetobacter baumannii, S. aureus, C. albicans y C. krusei los cuales se mantienen
presentes después de aplicar el hidrogel dopado con AgNP’s y se reducen las

cuentas totales en un rango de actividad inhibitoria.
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ANEXO 1. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

No de ficha
|. DATOS GENERALES
Fecha de estudio: | / / | Turno:
Numero de cama: | | Clave de quien llen¢ ficha:

Llenado Obligatorio segun cédigos que se encuentran en la parte posterior

Il. Datos del paciente

Numero de expediente Edad

Tiempo de intubacion Sexo

Uso de antimicrobianos

APACHE I

Tratamiento

B Antimicrobianos

Complicaciones

Enfermedades




Edad Continuo
Sexo MyF (100)
Numero de cama Numero
Horas de intubacion Continuo
Intubacion en los 30 dias | Siono (100)
previos

Uso de | Siono
antimicrobianos(Var)

Antimicrobianos cbdigos

Enfermedades

Cddigos de enfermedades. (diabetes,
hipertension, cirrosis, enf. Renal, sindrome

metabdlico, cardiopatia, otras.

APACHE Il (Var)

0 a71
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ANEXO 2. OBTENCION, CARACTERIZACION Y TOXICIDAD DE
NANOPARTICULAS
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En esta revision el equipo de trabajo del Dr Facundo Ruiz, de la Facultad de ciencias
quimicas muestran como se obtienen las nanoparticulas y las pruebas
correspondientes para demostrar que se pueden usar en humanos de forma segura.
Sintesis de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNp’s) se sintetizaron mediante la disolucién de
0,0169 g de AgNp’sO3 en 100 ml de agua desionizada y esta solucién se coloco en
un recipiente de reaccion de 250 ml. Se disolvié un total de 0,01 g de acido galico en
10 ml de agua desionizada y bajo agitacion mAgNp’sética se afiadio a la solucion de
AgNp’sO3. Después de la adicion de acido galico, el valor pH de la solucion se ajusto
inmediatamente a 10 usando una solucion de 7,7 M de NH4OH. El pH de la solucién
que contiene los AGNP’SPS se cambio ligeramente por debajo de 7 con HNO3, se
filtr6 a través de filtro de vacio Millipore (100 nm de diametro) y se lavé con 25 ml de
agua desionizada. ElI pH se aumentd a 7 y las AgNp’s se volvieron a dispersar en
agua antes de su caracterizacion.

Caracterizacion de los AgNp’s

Las AgNp’s producidas se caracterizaron por espectroscopia utilizando un UV-Vis
S2000 UV-Vis de OceanOptics Inc., (Dunedin, Florida). El analisis DLS se realiz6 en
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un Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, Reino
Unido), utilizando agua como disolvente. El analisis de microscopia electrénica de
transmision (TEM) se realiz6 en un JEOL JEM-1230 (JEOL, Tokio, Japén) a un
voltaje de aceleracion de 100 kV. Todos los analisis de caracterizacion se realizaron
utilizando las dispersiones acuosas obtenidas de AgNp’s. Para determinar si los
AgNp’s eran estables a las concentraciones utilizadas en este estudio (5y 10 Yg /
mL), se realizé un estudio de estabilidad utilizando AgNp’s y el medio RPMI utilizado
para las células de mamiferos de cultivo. El didmetro hidrodinamico y el potencial
zeta se midieron mediante DLS vy los resultados se expresan como la media £ SD de
3 experimentos independientes.

La micrografia TEM reveld que los AgNp’s son monodispersas y de forma esférica.
Con base en el histograma de distribucion de tamafo de particula evaluado a partir
de la micrografia TEM correspondiente (n = 157), el tamafio medio (+ SD) de PN se
calcul6 como 24,4 £+ 9 nm. El didmetro hidrodinamico (£ SD) de la AgNp’sP
sintetizado fue de 27,1 £ 2,3 nm con una distribucion de potencial zeta de -43,5 +
7,57 mV, medido por dispersion dinamica de luz (DLS) (n = 1,42 x 1015 PN / ml). Los
resultados de la ensayo de estabilidad muestran que las AgNp's a las
concentraciones ensayadas eran estables en medio de cultivo celular, ya que el
tamafio hidrodindmico se aument6 a 49,6 £ 18,2 N min de alta concentracion, con
una distribucion de potencial zeta de -20,6 + 6,9 mV

Citotoxicidad de AgNp’s en células THP-1

Se cultivaron células THP-1 a una densidad de 1x106 en medio RPMI completo en
placas de 24 pocillos después de la administracion de suplementos de PMA como se
describe en otros trabajos y se incubaron a 37 ° C en una atmdésfera humidificada
suplementada con 5% de CO, durante 18 horas. Al dia siguiente, el PMA se ha
retirado y 1 ml de RPMI que contienen 8 concentraciones AgNp’s diferentes que
oscilan entre 0,5 a 100 ug / ml se anadié a las células THP-1 activadas por PMA (en
lo sucesivo denominadas macrofagos). Los macrofagos tratados durante 6 horas con
peroxido de hidrogeno al 5% se utilizaron como control positivo, y las células no
tratadas se utilizaron como un control negativo. Después de 24 horas, las células se

lavaron con 800 ml de medio RPMI por agitacion a 100 rpm durante 10 minutos (x 2).
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Las células se trataron con tripsina posteriormente con 1 ml de 0,025% de tripsina
(Invitrogen, Carlsbard, California) durante 15 minutos. Posteriormnente, 200 ml de
cada suspension celular se transfirid a una placa de 96 pocillos y la citotoxicidad de
los PN se midié por tincion de los macréfagos con yoduro de propidio (Pl) (Sigma-
Aldrich). La emisién de Pl se detecté a 610 a 625 nm utilizando la puerta de FL3 de
un clasificador de células tipo BD FACS Vantage SE Turbo (BD, Mississauga,
Ontario, Canada).

La exposicion de Nanoparticulas de plata en los macréfagos, muestra un efecto
citotoxico dependiente de la dosis. Las AgNp’s de 40 a 60 nm a concentraciones de
hasta 6,25 ug/ ml de exposiciones muestran unicos efectos citotoxicos minimos
resultando en 20,5 + 1,7% de muerte, frente a 11,5 + 1,3% de muerte celular en el
control negativo. Sin embargo, las concentraciones superiores a 12,5 Yg / ml
causaron la muerte significativa de macréfagos de aproximadamente el 50%. No se
observaron efectos importantes sobre el unidades formadoras de colonias de células
progenitoras 6seas derivadas de médula hematopoyéticas humanos cuando estas
células fueron expuestas a nanoparticulas de plata de (90-210 nm) a
concentraciones de 5, 25 y 100 ug/mL.33 Tampoco hubo efectos en células de
fibroblastos NIH3T3 tratados con ANan (1-100 nm) en concentraciones de hasta 50

ug / ml.
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ANEXO 3.FICHA TECNICAK - Y

Ampliamente seguro pues se usa entre otros para intubar a los pacientes, colocacion
de sondas nasogastricas, en estudios de imagen como ultrasonido, lubricacion
genital, etc. Los componentes son: Agua, glicerina, propilenglicol, hidroxietilcelulosa,
fosfato de sodio monobéasico, metilparabeno, fosfato de sodio dibasico,

propilparabeno. La presentacion que se usé en este protocolo es un tubo de 100 mg
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ANEXO 4 MONTAJE DE LOS METODOS CLINICOS Y DE MUESTREO DEL
PILOTO

Para el montaje de los métodos clinicos y de muestreo, el investigador principal
acudié a la Unidad de Hospitalizacién de hombres y mujeres, realizando la toma de
muestra de pacientes que estuvieron a cargo del Departamento de Geriatria, asi
como también a la consulta externa los dias asignados al mismo departamento.
Acudié ademas a la Unidad de Cuidados Intensivos para conocer al personal médico
y de enfermeria, el manejo de las areas, los momentos de intervencion, asi como
familiarizarse con el manejo del protocolo sehalado en la guia de practica clinica:
Prevencion, Diagndéstico y Tratamiento de la Neumonia Asociada a Ventilacion
Mecanica [33] que se sigue en el HC’"DIMP”, y se dié a conocer el ensayo propuesto

al personal de la UTI.

Con la lista de aleatorizaciéon obtenida, se llenaron con un mL en medio estéril
jeringas hipodérmicas de 3 ml con gel correspondiente para su aplicacién. Otro
miembro del equipo de trabajo quien estuvo cegado a la intervencion clinica, colocé
las jerigas con el gel dopado con AgNp’s y gel sin ellas en la caja de unicel para
transportar tanto muestras como tratamiento. Ambas jeringas muestran que tanto el
gel con y sin  AgNp’s son idénticos en apariencia y tan solo le colocé numero de
paciente asignado previa aleatorizacion de tratamiento que le correspondia.

Estudio piloto externo

Se realizé un estudio piloto externo que permitid establecer parametros iniciales de
las UFC obtenidas y probables diferencias entre sujetos hospitalizados y de la
comunidad, asi como se estandariz6 el montaje de los métodos clinicos de muestreo,
el manejo, transporte y procesamiento microbiolégico antes de iniciar el ensayo
clinico; es decir, que en esta primera etapa no se colocdé ninguna condicion
experimental. Los resultados permitieron optimizar los métodos y establecer pautas

de las frecuencias esperadas. Este ensayo piloto incluyé 20 pacientes.
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ANEXO 5. METODOLOGIA DE OBTENCION DE MUESTRA DEL PACIENTE

Material por paciente

= 1 Campo estéril

1 Hisopo estéril para muestra basal y otro para muestra final
= 1 Abate lenguas estéril

» 1 Par de guantes desechables

= 1 Cubre bocas

= 1 Lentes de proteccion

= 1 Gorro desechable

= 1 Bata desechable

= 1 Base de unicel para tubos falcén

= 1 Tubo falcdn para transportar la muestra basal y otro para muestra final
= 1 Bolsa para desechos

= 1 Hielera unicel

= 1 Tijeras

1 Frasco con atomizador con locién alcoholica sanitizante

Metodologia
1. Colocar mesa para Base de unicel para tubos falcon, hisopo, barreras de

proteccion y demas material.
2. Lavarse las manos y sanitizarlas con alcohol al 75%
3. Colocarse barreras de proteccion.

4. Cubrir la mesa con el campo estéril.
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5. Vaciar material estéril sobre campo, y colocarlo de forma ordenada (abate-

lenguas, hisopos, tubo falcén).

6. Llevar a cabo un hisopado iniciando por el cuadrante 1, frotando tanto mucosa
gingival, superficies dentales vestibulares, palatinas/linguales, oclusales,
repitiendo la misma técnica en los 4 cuadrantes siguiendo el orden con
respecto al avance de las manecillas del reloj, hecho esto pasar a la zona del
paladar tomando una muestra a ambos lados (izquierdo y derecho) y por
ultimo pasar al piso de la boca y lengua en sus caras dorsal, ventral y bordes

laterales.

7. Transportar ese hisopo hasta el tubo falcén, cortando el excedente del palillo

de este, para poder cerrar el tubo correctamente.
8. Cerrar herméticamente el tubo y levarlo a la base de muestras.
9. Colocar en la bolsa roja los desechos bio-contaminados.

10.Recolectar todas las muestras en la hielera para su transporte al laboratorio

de bioquimica, patologia y microbiologia.

Se sugiere que la toma de muestra se realice a la misma hora para todos los
pacientes, previa a la higiene oral rutinaria por parte del hospital, y una ultima a las
12 hrs posteriores a la colocacion del tratamiento; ademas de las medidas
antisépticas segun los lineamientos y guias para el control, prevencion y tratamiento
de la neumonia asociada a ventilacion mecanica que se sigue en la Unidad de

Cuidados Intensivos.
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ANEXO 6 PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

Metodologia para identificacion y conteo de Unidades Formadoras de Colonias
microbianas totales y de Candida, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii y
Enterobacteriaceae. Obtenidas de la cavidad oral de los pacientes que cumplan los
criterios de inclusion

De un mililitro de cada muestra se sembraran 100 uL (dilucién 10°) para conteo total
de Unidades Formadoras de Colonias microbianas en Agar Dextrosa Sabouraud
(ADS) para identificacion de hongos y AgarSoya Triptasa (AST) para bacterias.
También por separado cada una de las muestras sera sembrada por diluciones
seriadas hasta la dilucion 107 y se obtendran 100 ulL las cuales seran sembradas en
placas de cultivo de CHROMagar™ Staph aureus, CHROMagar™ Candida,
CHROMagar™ Acinetobacter Base, CHROMagar™ Orientation y Agar Difco™
MacConkey. Las placas de cultivo seran incubadas a 36°C £1.5°C durante 24 a 48
hrs.

Cada 24 horas sera verificado el crecimiento en las placas registrando numero,
tamano, color y textura de las colonias, para este fin se utilizara una camara cuenta-
colonias.

En los casos que resultearon positivos la identificaciéon de los microorganismos de
interés se realizd utilizando medios selectivos diferenciales y la identificacion
microscopica de las colonias.

Para el caso de los casos positivos en agar Dextrosa Sabouraud, de aquella placa
con el mayor crecimiento se tomara un indculo picando al azar 10 colonias o areas
de la placa, este indculo sera resembrado por la técnica de cultivo puro para lograr el
aislamiento de colonias en placas de CHOMAgar Candida® y seran incubadas a
36°C +1.5°C durante 24 a 48 hrs. Adicionalmente se realizara un frotis, tincién de
gram y la identificacion microscépica de los microorganismos desarrollados

Para el caso de los casos positivos en agar manitol Salado, de aquella placa con el
mayor crecimiento se tomara un inéculo picando al azar 10 colonias o areas de la
placa, este inéculo sera resembrado por la técnica de cultivo puro para lograr el

aislamiento de colonias en placas de CHROMAgar Sthaph aureus® vy seran
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incubadas a 36°C £1.5°C durante 24 a 48 hrs. Adicionalmente se realizara un frotis,
tincion de gram y la identificacion microscépica de los microorganismos desarrollados
Para el caso de los casos positivos en agar Soya-Tripticaseina, de aquella placa con
el mayor crecimiento se tomara un inéculo picando al azar 10 colonias o areas de la
placa, este inéculo sera resembrado por la técnica de cultivo puro para lograr el
aislamiento de colonias en placas de Agar MacConkey y Agar EMB 'y seran
incubadas a 36°C £1.5°C durante 24 a 48 hrs. Adicionalmente se realizara un frotis,
tincion de gram vy la identificacion microscopica de los microorganismos
desarrollados.

A continuacion se presenta un diagrama de los métodos a emplear:
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Instrucciones de uso

1ONVdS3

En la mayoria de casos, las especies de Condida causan infecciones superficiales orofaringeas v urogenitales. “El diagnostico
precoz es esencial pora el controd efectivo de los pocientes"”. Directrices de la OMS sobre procedimientos operativos estandar

para el diagndstico de laboratorio de infecciones oportunistas en VIH]. =
Aunque Calbicans es la principal especie implicada, otros tipos como C. tropicalis, Ckrusei o C.glabrata aumentan su presencia n
proporcicnalmente al tiempo que los nuevos agentes antifingicos actuan muy eficazments contra C. albicans. =
[w]
o
. [=]
COMPOSICION =
El producto se compone de una base en polvo. b
=0
o
Producto = Pack c
w
=]
Total g/ 47,7 gfl
Agar 15,0
Composicidn e
po gfl mbmicai 1.5
hiezcla cromogenica 22,0
Aspecto Forma en polvo
ALMACEMAMIENTO 15-30°C
pH FINAL DEL MEDHO 61+/-0.2
PREPARACION (Célculo para 11
Paso 1 = Suspender lentamente 47,7 g de base de polvo en 11 de agua purificada.
Preparacon de |2 = Remowver hasta gue el agar haya espesado bien.
mezcla * Calentar hasta la ebullicion (100 °C) agitando o removiendo regularmentz.
NO CALENTAR A MAS DE 100 °C. NO AUTOCLAVAR A 121 °C.
Advertencia 1- 5 utiliza un autocdave, hdgalo sin presicn.
Consejo 1: En el paso de calentamiento a 100 °C, la mezcla también puede levarse a ebullicion en
un horno microondas: tras la ebullicidn inicial, retirar del horno, remover suavemente, y devolver
al hormo para aplicar breves y reiteradas sesicnes de calentamiento brusco hasta lograr la fusicn
completa de los granos de agar (grandes burbujas sustituirdn a la espuma).
Paso 2 » Enfriar en una cubeta térmica a 45-50°C, agitando o removiendo suavemente.
Mer iy = Varter el medio en placas de Petri estériles.
= Dejar solidificar y secar.
A = Almacenar en |la oscuridad antes de usar.
Almacenamiento * Las placas preparadas con medio pueden conservarss durante un dia a temperatura ambiente.
* Las placas pueden almacenarse hasta dos meses refrigeradas (28 °C) si se han preparado
correctamente y se protegen de la luz y la deshidratacion.
INOCULACION _ _ _ f e
Las muestras relacionadas pueden ser procesadas mediante siembra directa en la placa.
= 5i la placa de agar ha sido refrigerada, dejar que calisnte a temperatura ambiente antes de p. &j., muestras de piel,
la inoculacion. esputo, orina, vaginales
= Sembrar |a muestra por estrias en |a placa.
= Incubar en condiciones aercbias a 30-37 °C durante 48 horas. EC
Siembra directa en estrias
o BN EXtEnsion
Paginz
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CHROMagar™

INTERPRETACION

Microocrgamnismo Aspecto tipico de las colonias

C.albicans — werde

C.tropicalis — azul metalico
C.krusei — rosa, rizadas
C.kefyr, C.glabrata — de rmalva a marrdn

Otras especies de blanco a malva

Aspecto tipico de las colonias

a8 ¥ T
- .t & # - & “ i
L] [ ] * gy
- -
L a® ™
‘ - -
L . L3 .r al .
Cobhicans Chrusei C.plabrata
L
Ll
-
L
B
Las imndgeres modtradas, no wan conkras buales,
C.trogicalis

RENDIMIENTO ¥ LIMITACIONES

* La identificacidn definitiva requiere pruebas adicionales.

= La especificidad y la sensibilidad para C.albicons, Ctropicalis y
Ckrusei superan el 99% (Odds y Bernasrts 1994).

CONTROL DE CALIDAD

Realizar el control de calidad de acuerdo con la utlizacién del
medio y los reglamentos y normas locales para OC.

La correcta preparacion del medio puede analizarse aislando las
cepas ATCC que se enumeran mas abajo:

Microocrgamismo Aspecto tipico de las colonias

C.krusei ATCC® 14243 — rosay rizadas

C.albicans ATCC® 60193 — verde
C.tropicalis ATCC® 1369 — azul metdlico
C.glabrata ATCC® 2001 — malva
E.coli ATCC® 25922 — inhibidas

Tamaiio

del envase » | |Referencias para pedidos
W000m = ' CA?20
coooml = CA22?
— Tags0
251 = et CA223-25
Wk = LR | CA223-10kg

CHROMagar™ y Rambach™ son marcas comenciales creadas por el Or. A, Rambach
ATCC® e ura marca regitrada de la American Type Culture Collection
MT-EXT-001 W7 § 5P 25-Now-13:

Instrucciones de uso

PRECAUCIONES

= Mo wtiice placas gue muestren cualguier evidencia de
contaminacion o cualquier otro signo de deterioro.

= Mo utilizar el producto mas alla de su fecha de caducidad o si
el producto muestra cualquier evidencia de contaminacicn o
cualguier otro signo de deterioro.

= Uso previsto para diagndstico in vitro. Este productc de
laboratoric debe ser utlizado exclusivamente por personal
cuglificado conforme a las buenas practicas de laboratorio.

» Cualquier cambio o modificacion en el procedimisnto pueds
afectar a los resultados.

* Cualquier cambic o medificacidn de la temperatura de
almacenamiente requerida puede afectar al rendimiento del
producto.

= Un almacenamiento inadecuado puede afectar la vida il del
producto.

= \iolver a tapar herméticamente los frascos [ viales despugs
de cada preparacion y mantenerios en un ambiente de baja
humedad, protegido de la condensacion vy la luz.

= Para una busna detaccion microbiana: la recogida y transporte
de las muestras deberan realizarse y adaptarse a cada muestra
concreta de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio.

ELIMIMACION DE DESECHOS

Después de su uso, todas las placas y el resto de material conta-
minado deben esterilizarse o eliminarse mediante procedimien-
tos internos apropiados y de acuerdo con las normativas locales.
Las placas pueden destruirse mediante autcclavade a 121 °C du-
rante al menos 20 minutos.

REFEREMNCIAS

Consulte nuestra pagina web "Publicaciones” para acceder a las
publicaciones dentificas sobre este producto en particular
Enlace web: http:/ /www.chromagar.com/publication.php

iNDICE DE LAS INSTRUCCIONES J ETIQUETA
'@' Cantidad de polvo suficiente para X litros de medio
E Fecha de caducidad

-EF Temperatura de almacenamiento requerida

f: Guardar protegido de la humedad

iMexesits algin
documento tecnico?

Dizponible
Pesoc 47,7 gr { parsu descarsa en
: www CHROMagar.com
Peso: 238,5 2
o -1 i » Certficado de andlisis ©
Peso: 11925 = H (a8 = ine por ote
* Hoja de datos ]
Peso: 10kg i de seguridad de
materiales (M5D5)
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Instrucciones de uso

™Staph
CHROMagar™5Staph.aureus m
<
b
FINALIDAD DEL MEDIO =2t
Medio cromogeénico para el aislamiento y diferenciacion directa de Staphylococcus aureus en muestras clinicas e industriales. (o]
Industria alimentaria: El hombre es el principal reservorio de S. aureus. Los portadores contaminan el medio ambiente =
circundante al toser, estornudar y al tocar la comida con la mano si esta tiene una lesién infectada con estafilococo. A menudo
se encuentra en el ambiente y en las superficies de preparacidn de alimentos, ademas de en ciertos alimentos crudos (lacteos, =
ensaladas, sandwiches, etc.). Es importante comprobar la presencia de S.aureus antes y después del proceso de esterilizacion @
de los productos alimenticios. pn.
Importancia clinica: S.aureus es la principal causa de infecciones de la piel y los tejidos blandos, y también puede causar (=
infecciones graves, como infecciones del torrente sanguineo, neumonia o infecciones dseas y articulares. o
S
(1"
wv
o
i )
COMPOSICION c
El producto se compone de un tnico medio en polvo. o
Producto = Pack
Total g/l 82,5g/l
Agar 15,0
Composicién g/l Extracto de peptonas
y levadura 40,0
Sales 25,0
Mezcla cromogénica 2,5
Aspecto Forma en polvo
ALMACENAMIENTO 15/30°C
pH FINAL DEL MEDIO 6,9+/-0,2
PREPARACION (Célculo para 1)
*» Suspender lentamente 82,5 g de base de polvo en 11 de agua purificada.
Paso 1 ;
et * Remover hasta que el agar haya espesado bien.
* Calentar hasta la ebullicion (100 °C) agitando o removiendo regularmente.
NO CALENTAR A MAS DE 100 *C. NO AUTOCLAVAR A121°C.
Advertencia 1: Si utiliza un autoclave, hagalo sin presion.
Consejo 1: En el paso de calentamiento a 100 °C, la mezcla también puede llevarse a ebullicién en
un horno microondas: tras la ebullicion inicial, retirar del horno, remover suavemente, y devolver
al horno para aplicar breves y reiteradas sesiones de calentamiento brusco hasta lograr la fusion
completa de los granos de agar (grandes burbujas sustituiran a la espuma).
Paso 2 » Enfriar en una cubeta térmica a 45-50 °C.
Vertido * Agitar o remover suavemente hasta homogeneizar.
» \erter el medio en placas de Petri estériles.
» Dejar solidificar y secar.
Arracererienie Almacenar en la oscuridad antes de usar. ) .
* Las placas preparadas con medio pueden conservarse durante un dia a temperatura ambiente.
* Las placas pueden almacenarse hasta un mes refrigeradas (2/8 °C) si se han preparado
correctamente y se protegen de la luz y la deshidratacion.
INOCULACION Muestras tipicas
Las muestras relacionadas pueden ser procesadas mediante siembra directa en la placa.
* Si la placa de agar ha sido refrigerada, dejar que caliente a temperatura ambiente antes de la
inoculacion. plecldinica:
* Sembrar la muestra por estrias en la placa heridas, esputo
« Incubar a 37 °C durante 18-24 h en condiciones aerobias. Industrial: Productos
alimenticios
*EE
Siembra directa en estrias
o en extension
Pagina
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CHROMagar™

INTERPRETACION

Microorganismo Aspecto tipico de las colonias
S.aureus — rosa a malva
Otras bacterias — inhibido, incoloro, azul

Aspecto tipico de las colonias

S.saprophyticus

Las imagenes mostradas no son contractuales.

RENDIMIENTO Y LIMITACIONES

* Para el S.aureus, la sensibilidad es del 95,5% y la especificidad
es del 99,4% (Gaillot y cols. 2000).

Nota: Si esta centrado en la deteccidn directa de cepas de MRSA,
puede realizarla usando nuestro medio selectivo CHROMagar™

MRSA.

* la identificacion definitiva debe hacerse mediante pruebas
bioguimicas y/o de aglutinacidn complementarias.

CONTROL DE CALIDAD

Realizar el control de calidad de acuerdo con la utilizacidn del
medio y los reglamentos y normas locales para QC.

La correcta preparacion del medio puede analizarse aislando las
cepas ATCC que se enumeran mas abajo:

Microorganismo

S.aureus ATCC® 25923
S.saprophyticus ATCC® 15305
E.coli ATCC® 25922

C. albicans ATCC® 10231

E. faecalis ATCC® 29212

Tamafio
del envase )
T eas |
| g0 prue !
1000ml | aﬂﬂe hom )

eS|
5000ml | qs0e™®
\Tge0™

Aspecto tipico de las colonias
— malva

— azul turquesa

— inhibidas

— inhibidas

— inhibidas

Instrucciones de uso

PRECAUCIONES

* No utilice placas que muestren cualquier evidencia de
contaminacion o cualquier otro signo de deterioro.

* No utilizar el producto mas allad de su fecha de caducidad o si
el producto muestra cualquier evidencia de contaminacién o
cualquier otro signo de deterioro.

* Uso previsto para diagnéstico in vitro. Este producto de
laboratorio debe ser utilizado exclusivamente por personal
cualificado conforme a las buenas practicas de laboratorio.

* Cualquier cambio o modificacién en el procedimiento puede
afectar a los resultados.

¢ Cualquier cambio o modificacion de la temperatura de
almacenamiento requerida puede afectar al rendimiento del
producto.

* Un almacenamiento inadecuado puede afectar la vida til del
producto.

* Volver a tapar herméticamente los frascos después de cada
preparacion y mantenerlos en un ambiente de baja humedad,
protegido de la condensacién y la luz.

* Para una buena deteccién microbiana: la recogida y transporte
de las muestras deberan realizarse y adaptarse a cada muestra
concreta de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio.

ELIMINACION DE DESECHOS

Después de su uso, todas las placas y el resto de material
contaminado deben esterilizarse o eliminarse mediante
procedimientos internos apropiados y de acuerdo con las
normativas locales. Las placas pueden destruirse mediante
autoclavado a 121 °C durante al menos 20 minutos.

REFERENCIAS
Consulte nuestra pagina web "Publicaciones” para acceder a las
publicaciones cientificas sobre este producto en particular.
Enlace web: http://www.chromagar.com/publication.php
iNDICE DE LAS INSTRUCCIONES / ETIQUETA

V Cantidad de polvo suficiente para X litros de medio

E Fecha de caducidad
_,H’- Temperatura de almacenamiento requerida

f Guardar protegido de la humedad

¢ Necesita algin
documento técnico?

Disponible
para su descarga en
www.CHROMagar.com

Referencias para pedidos

= TAG70

= TAG72

* Certificado de andlisis

{CoA) --> Uno por lote
Peso: 82,5 gr
» Hoja de datos

Peso: 412,5 gr de seguridad de

CHROMagar™ y Rambach™ son marcas comerciales creadas por el Dr. A. Rambach
ATCC® es una marca registrada de la American Type Culture Collection

NT-EXT-005 V8 { SPA 25-Nov-13

CHR( )Ma

The Chromogenic Media Pioneer

materiales (MSD3)

CHROMagar 4 place du 18 juin 1940

gar 75006 Paris - Francia
Correo electrénico: CHROMagar@ CHROMagar.com

Tel.: +33 (0)1.45.48.05.05.

Sitio web: www.CHROMagar.com
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Lectura de placa

® Acinetobacter

> roja

e Otras gram (-)
> inhibidas en su mayor parte

 Bacterias gram(+) y levaduras
> inhibidas

Para la deteccién de Acinetobacter RMF

(utilizando el suplemento opcional CR102

@

® Acinetobacter RMF

> rojas
® Acinetobacter no RMF

> inhibidas
e Otras gram (-)

> en su mayor parte inhibidas
® Bacterias gram(+) y levaduras
> inhibidas

Cepas de Control de calidad

Acinetobacter baumanii ATCC® 19606 ............... roja
Acinetobacter calcoaceticus ATCC® 51432 . roja
E. faecalis ATCC® 29212 ... . inhibida

C. tropicalis ATCC® 1369 . nhibida

Utilizando el suplemento CR102:
Acinetobacter baumanii ATCC® 19606 ........ inhibida

ATCC® es una marca registrada de la American Type Culture Collection

Informacion para hacer pedidos

Gracias por utilizar las siguientes referencias al consultar a su distribuidor :

Envase de 5000ml .ACO

Producto = A

2(B) base en polvo + AC092(S) suplemento + suplem

www.CHROMagar.com

Para la deteccion de Acinetobacter y Acinetobacter RMF
(resistentes a multiples farmacos)

Antecedentes

Bacteria comin ampliamente extendida en la naturaleza, el Acinetobacter tiene la capacidad
de sobrevivir en ambientes tanto himedos como secos. Se convierte en un foco de infeccion
en el entorno hospitalario, colonizando equipos médicos, la piel humana 'y, a veces, productos
alimenticios. Las especies de Acinetobacter no son patégenas de manera general en personas
sanas, pero son potencialmente mortales en pacientes comprometidos. A menudo se detecta
en infecciones nosocomiales, unidades de cuidados intensivos, y puede, por ejemplo, causar
neumonia nosocomial, bacteriemia y meningitis.

El Acinetobacter baumannii se esta convirtiendo en un grave problema de infeccion adquirida
en hospitales por su frecuente resistencia a mdltiples farmacos (RMF: resistencia a C3G,
quinolonas, carbapenem, etc.) Esto contribuye al aumento de la morbilidad y la mortalidad.
Es necesaria una vigilancia activa para controlar su propagacion en las instalaciones
hospitalarias, reducir el riesgo de contaminacién cruzada, e identificar a los portadores. La
rapida identificacion de pacientes colonizados con Acinetobacter llevaria a practicas de
control de infecciones enfocadas a prevenir la propagacion de los microorganismos.

Rendimiento del medio

Un dnico color rojo: La deteccion de A.baumanii utilizando medios de cultivo
tradicionales puede ser una tarea dificil y tediosa dada la abundancia de flora de fondo
encontrada en las muestras recogidas, especialmente cuando se utilizan medios de
cultivo basados en la diferenciacién por la capacidad de fermentacion de lactosa
/ no lactosa. Para superar estas dificultades se disené CHROMagar Acinetobacter
como un medio altamente selectivo que permite el crecimiento de Acinetobacter en
colonias de un intenso color rojo, tras sélo una noche de incubacion.

PRIMER medio cromogénico para la deteccion de Acinetobacter.
Control de Acinetobacter RMF: Este medio puede suplementarse para ampliar

la especificidad de RMF permitiendo el crecimiento de cepas resistentes a los
carbapenems.

Descripcion del medio

Base en polvo Total ...
Agar ..
Peptona y extracto de levadura .
Sales ............
Mezcla cromogénica
Almacenamiento a 15/30°C - pH: 7.0 +/-0.2
Vida atil.
Suplemento Factores de regulacién y crecimiento .................. 4ml/L

(incluido en el envase) Almacenamiento a 15/30°C

Aspecto: en liquido

Vida Glil..ooe 2 afos
Suplemento CHROMagar | Mezcla selectiva..........ccccceeevevnneiennnennn.....5 dosis
MDR : CR102 (1 dosis por cada 1000ml de medio final)
Uso opcional Almacenamiento a 2/8°C
Vida il 2 anos

Muestras habituales heces, orina, heridas

Siembra directa. Incubacién 18-24h a 37°C
Condiciones aerdbicas

Procedimiento

Publicaciones cientificas sobre este producto disponibles en www.CHROMagar.com
Por favor lea cuidadosamente las instrucciones de uso (documento IFU) disponibles en
www.CHROMagar.com

Fabricante: CHROMagar

4 place du 18 juin 1940 75006 Par
Email: C CHROMagar.com
Sitio web: ROMagar.com
Encuentre su
www.CHR

agar.com/contact

stribuidor mds cercano en:

C

[ version 4/apr14 |

- France
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ANEXO 7. CARTA DE ACEPTACION DEL COMITE DE ETICA

an Luis rotosi
Un Gobierno para Todos

ey S e e e T H“l_] ,‘

DS

Dr. Javier Araujo Meléndez
Investigador principal

Por este conducto se le comunica que el Comité de Etica en Investigacion y el Comité de
Investigacion de esta Institucion, revisaron y aprobaron su protocolo de estudio clinico
denominado:

“Eficacia antimicrobiana de una formulacién de nanoparticulas de plata en gel para reducir la
carga microbiana oral de potencial patdgeno en pacientes intubados ingresados en la unidad de
cuidados intensivos del Hospital Central de San Luis Potosi. ECCA ADD-ON”".

El nimero de registro es: 93- 14, el cual debera agregar a la documentacion subsecuente, que
presente a este comité.

De igual forma, pido sea tan amable de comunicarnos la fecha de inicio de su proyecto, la
evolucion y el informe final pertinente.

Atentamente,

o

Dr. Carlos Gilberto Alonso Rivera

Presidente

Comité de Etica en Investigacion y Comité de Investigacion
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

C.C.P. Archivo
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ANEXO 8 CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

Proyecto: Eficacia antiséptica de nanoparticulas de plata dopadas en gel para reducir la carga microbiana
oral en pacientes con ventilacion mecanica. ECCA De acuerdo con los principios de la declaraciéon de
Helsinki adoptada por la 18a Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 y hasta la
enmendada en la 64th WMA General Assembly, Fortaleza, Brazil, Octubre 2013; y con La ley General de
Salud, Titulo Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos CAPITULO |
Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de
estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y
bienestar. Debido a que esta investigacion se considera como riesgo minimo de acuerdo al articulo 17 y
en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el Articulo 21 y 22:

VL.

VIL.

VIII.

Se me informa que mi familiar cumple con requisitos de inclusion para este proyecto de
investigacion y se me propone que el paciente participe en dicho proyecto cuyo objetivo es
estudiar la eficacia de las nanoparticulas de plata afiadidas a un gel no téxico tépico, buscando que
sirva como antiséptico y asi contribuir a las maniobras de las Unidades de cuidados intensivos
(UTI’s), previamente descritos en la literatura; para poder disminuir las cuentas microbianas y con
esto eliminar este factor de riesgo de producir infecciones nosocomiales (por hospitalizacion),
especificamente la Neumonia Asociada a Ventilacién Mecanica.

Se me ha informado que se tomaran muestras con hisopo de saliva inmediatamente al ser incluido
en el estudio y posterior a la aplicacion del gel que corresponda, para poder determinar la cantidad
de microorganismos medidos en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) basales y posteriores a
la aplicacioén del gel.

Se me informé de la libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, asi como el compromiso de notificar esta decision a los responsables del
proyecto sin que por ello se creen prejuicios para continuar el cuidado del paciente y tratamientos
que se requieran parte del médico o del hospital para su afeccion por la cual esta hospitalizado.

Se me ha informado que se llevara a cabo un proceso de aleatorizacion, (al azar) pudiéndole
administrar Gel adicionado con nanoparticulas de plata o gel sin adicién de éstas, no modificando
los cuidados que ya de forma rutinaria se realizan en los pacientes en condiciones criticas.

Se me informa que los procedimientos que se llevaran a cabo no ponen en riesgo la vida de mi
paciente, pues se ha demostrado en estudios previos que la aplicacion de los componentes a
estudiar en este protocolo son totalmente inofensivos, puesto que la aplicacion de las dosis
propuestas no generan dafio toxico .

Se me ha explicado que el tratamiento a evaluar, si se aplicara a grandes dosis, podria causar
argiria (pigmentacion oscura irreversible por los iones de metal usado), pero que en este caso es
minimo el riesgo a que suceda dado las dosis tan bajas que se utilizaran.

Se me ha preguntado si el paciente es alérgico a cualquiera de los ingredientes que contiene el
tratamiento a investigar, a lo cual respondo que no se conoce riesgo alguno.

Se me ha informado que la aplicacion del gel adicionado con o sin nanoparticulas de plata no
significa un gasto para mi o mi paciente, y que los gastos de éste seran sufragados por el programa
de apoyo a la investigacion (PIFI), en el cual ni mi paciente, ni yo, ni el hospital tenemos nada que
ver.

Se me ha garantizado recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaraciéon; y que puedo preguntar
hasta mi complacencia todo lo relacionado con el estudio y la participacion del paciente.

Se me asegura la seguridad de que no se identificara al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacion relacionada con su privacidad, autorizando en su caso la
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publicacion cientifica de los resultados de forma profesional y que no se publicara mi nombre o
revelara mi identidad o la del paciente.

XIl. Se me informa del compromiso de proporcionarme informacién actualizada obtenida durante el
estudio, aunque ésta pudiera afectar mi voluntad para permitir que continte participando mi
paciente.

Xll. Se me asegura que los datos obtenidos de la toma de muestra se le proporcionaran al medico
tratante para que se incluyan en el expediente.

Xlll. En caso de se presenten eventos negativos o suficiente evidencia de efectos que no justifiquen
continuar con el estudio, se informara oportunamente aunque esto represente el retiro prematuro
de la investigacion

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me
aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a la participacion del paciente en el proyecto,
yo (familiar y/o representante legal), autorizo que el
paciente con numero de expediente

participe en el estudio.

Firma de quien autoriza
(La firma puede ser sustituida por huella digital en los casos que asi lo ameriten)

Nombre, y firma del testigo 1 Nombre, y firma del testigo 2

Direccion y Relaciéon que guarda con el paciente Direccion y Relacion que guarda con el paciente
Nombre y firma del Investigador que aplica el consentimiento informado

Para preguntas y/o comentarios comunicarse con el Dr. Francisco Javier Tejeda Nava, Investigador del
proyecto, al (444)135-6699
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ANEXO 9. CARTA DE NO CONFLICTO DE INTERESES

Universidad Auténoma de San Luis Potosi
Facultad de Medicina/Maestria en Ciencias en Investigacion Clinica
Eficacia antiséptica de nanoparticulas de plata dopadas en gel para reducir la carga

microbiana oral en pacientes con ventilacion mecanica. ECCA

Declaro bajo protesta de decir verdad que durante el tiempo que me encuentre desarrollando el
proyecto previamente mencionado, me comprometo en todo momento a actuar bajo los mas

estrictos principios de la ética profesional, para lo cual me apegaré a lo siguiente:

En el desarrollo de mis funciones tendré acceso a cierta informacion perteneciente a temas
cientificos y académicos relacionados con el ambito del proyecto anteriormente nombrado. En

este sentido, declaro que:

No tengo ninguna situacion de conflicto de interés real, potencial o evidente, incluyendo ningun

interés financiero, personal, familiar o de otro tipo en, y (u) otra relacion con un tercero, que:

* Pueda tener un interés comercial atribuido en obtener el acceso a cualquier informacion

confidencial obtenida durante el trabajo de investigacion al que fui invitado a participar;

* Hago constar que me conduzco por los principios generales de legalidad, honradez,
lealtad, eficiencia, imparcialidad, independencia, integridad, confidencialidad vy
competencia técnica. EI cumplimiento de estos principios garantiza la adecuada emision

de mi opinion técnica y ética solicitada;

Declaro que no estoy sujeto a ninguna influencia directa por parte de algunos de los miembros
participantes ya sean coautores o colaboradores, ni mucho menos tengo compromiso de ninguna
indole con las casas comerciales que se mencionan a lo largo del protocolo. En todo momento
me conduciré con responsabilidad, honestidad y profesionalismo en el desarrollo de mis actos.

Por la presente acepto y estoy de acuerdo con las condiciones y provisiones contenidas en este
documento, a sabiendas de las responsabilidades legales en las que pudiera incurrir por un mal

manejo y desempefio en la honestidad y profesionalismo en el desarrollo de mi trabajo.

Nombre y Firma
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ANEXO 10 CALIBRACION INTRACLASE

La fase preliminar de este trabajo incluy6 la calibracion del observador, para ello se
realizd una correlacién intraclase segun Bland y Altman que se llevd a cabo
utilizando una base de datos con los conteos por duplicado con 22 observaciones y
conteos de UFC en placas de AST (Agar Soya-Tripticaseina), obteniendo una

correlacién intraclase del 99%(+2SD) dando un total del 98%.

Grafica 5. Coeficiente de correlacion intraclase
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ANEXO 11. MODELAJE PARA EL ANALISIS DE RESULTADOS Y CODIGOS
PARA ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé variable de salida (conteo final = TOTALM2) y la variable de respuesta
(conteo basal = TOTALM1) y demas variables explicativas que son importantes para
determinar la eficacia de las AgNp’s. Todo el analisis fue realizado con R version
3.2.1 (2015-06-18) "World-Famous Astronaut"(69) y R Commander Version 2.1-7 al

nivel de confianza del 95%(70).

Dado que la variable de respuesta fue conteos y que las variables explicativas fueron
categodricas y continuas, se realizé analisis con modelos lineales y se realizd
transformacién logaritmica, de acuerdo a lo establecido por Peduzzi et al. Se
establecio modelo lineal con 5 variables explicativas. Las variables numéricas
categoricas fueron convertidas a factores. Se realizé transformacion logaritmica de la
variable de salida TOTALM2 y la variable de respuesta TOTALM1 para observacion
grafica, aunque se dejaron las variables sin transformacién para la obtencion de
delta(d) quedando la base de datos con 42 columnas y 50 filas. También se realiz6
analisis correspondiente con el comando Missing, encontrandose 0%. datos perdidos

El modelo inicial fue:
TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl + APACHE Il + AM

Se efectué simplificacion del modelo con una serie de pruebas de razon de
verosimilitud eliminando la variable con la mayor probabilidad de no ser significativa
hasta buscar que todas las variables pudieran ser significativas usando prueba de
ANOVA de tipo I, y funcién para obtener valor de inflacién (VIF) observando que las

variables no tuvieran valores mayores a 5(cinco).
El modelo final fue:
TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento

Dicho modelo fue significativo F 15.2 (2 - 47 DF), con una p<8.27e-06. Se puede

explicar el 39.2% y con R? multiple 36.6% que puede explicar la variacién del
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conjunto de variables explicativas. El 63.4% de la variacion de TOTALM2 no esta
explicada.

Cuando las otras variables permanecen constantes, TOTALM1 es significativa (p<
2
3.7e-06, eta 0.35369). Cuando las otras variables permanecen constantes, la

variable tratamiento no es significativa (p= 0.079, eta2 0.04142).

Del modelo anterior se observaron 4 datos atipicos que se eliminaron quedando la
base de datos (dat1) con 42 columnas y 46 filas. Se volvié repetir modelo lineal pero
ahora sin datos atipicos que fueron en las filas 18,20,24 y 31. Se analizé el modelo
final con la funcién LM que se encuentra en el archivo MBconRR.R (71). Los datos a
eliminar se obtuvieron de las graficas y de los datos del resumen LM

Se realizé una prueba de Shapiro Wilk para evaluar la normalidad de los datos.
Existe evidencia de que los datos sigan una distribucion diferente a la normal
(w=0.66, p=2e-09).

Se realizé transformaciéon Box-Cox para poder mostrar los resultados con una
distribucion normal usando la funcion boxcox del paquete MASS, obteniendo los
siguientes resultados: W = 0.98, p-value = 0.4; mostrando asi que los datos no sigan
una distribucion diferente a la normal.

El modelo final después de la transformacion Box-Cox fue:
z~b+Tratamiento

Dicho modelo fue significativo con F 17.3 (2 - 43 DF), con una p<3.03e-06. Se puede
explicar el 44.6% y con R? multiple ajustada de 42% que puede explicar la variacién
del conjunto de variables explicativas. El 58% de la variacion de TOTALMZ2(z) no esta

explicada. Cuando las otras variables permanecen constantes, TOTALM1(b) es
2
significativa (p< 5.4e-07, eta 0.4336). Cuando las otras variables permanecen

2
constantes, Tratamiento no es significativa (p= 0.14, eta 0.0277).

Cédigos Ry Remdr
setwd("/Users/PacoT/Desktop/resultados 20 julio/Resultados con jose luis")
dat <-



read.table("/Users/PacoT/Desktop/resultados 20 julio/Resultados con jose
luis/Analisis modelo 50 px.csv",
header=TRUE, sep=",", na.strings="NA", dec=".", strip.white=TRUE)
Missing(dat)
dat <- within(dat, {
AM <- as.factor(AM)
1
dim(dat)
head(dat)
str(dat)
summary(dat)
mod <- Im(TOTALM2 ~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl + AM + APACHEII, data=dat)
LM(mod)
leveneTest(mod$resid,dat$Tratamiento)
library(MASS)
boxcox(mod)
tmp<- boxcox(mod,lambda=seq(-0.2,0.3,length=10))
(lambda <- tmp$x[which.max(tmp$y)])
(dat$final <- dat$TOTALM2*ambda)
plot(mod,which=1)
mod1 <- Im(final ~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl + AM + APACHEII, data=dat)
LM(mod1)
leveneTest(mod1$resid,dat$ Tratamiento)
mod2 <- Im(final~ TOTALM1 + Tratamiento + TI+ APACHEII, data=dat)
LM(mod2)
leveneTest(mod2$resid,dat$ Tratamiento)
mod3 <- Im(final~ TOTALM1 + Tratamiento + Tl, data=dat)
LM(mod3)
leveneTest(mod3$resid,dat$ Tratamiento)
mod4 <- Im(final~ TOTALM1 + TI, data=dat)
LM(mod4)
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leveneTest(mod4$resid,dat$ Tratamiento)

mod>5 <- Im(final~ TOTALM1 + Tl, data=dat)

LM(mod5)

leveneTest(mod5$resid,dat$ Tratamiento)

library(rms)

mod6 <- ols(final ~ TOTALM1,x=T,y=T,data=dat)

mod6

t.test(final ~ Tratamiento, alternative="two.sided', paired=FALSE, data=dat)
wilcox.test(final ~ Tratamiento, alternative="two.sided', paired=FALSE, data=dat)
SDStats(dat)

(6.354e+09-3.317e+09)

(3.037e+09/1.000e+10)

Browne(0.3037/2,47)

power.t.test(n = NULL, delta = 0.3037, sd = 0.3347, sig.level = 0.05, power = 0.8, type

= "two.sample", alternative = "two.sided")



