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1. FIBRONECTINA

1.1. CONOCIMIENTO HISTORICO

La fibronectina es una glicoproteina descubiertaen 1948 por Morrison (1)

cuando estudiabaslas propiedadesde las proteínasplasmáticas,al observar que

sometiendoel plasmaal frío (métodode Cohn) precipitabajunto al fibrinógenootra

albúmina,que sela designócomo globulinainsoluble al frío.

Posteriormente,en 1967 sela identificócomofactorantigelatinadel plasma.Al

principio se le dio poca importanciahasta que se observóque se parecía mucho

inmunológicay estructuralmenteauna proteínaqueen 1973 selocalizóen la superficie

de una gran cantidadde células(2,3). Por lo quea ambasproteínasse las nombrécon

el términode ‘fibronectina” quedescribela propiedadde adhesióna proteínasfibrilares

(“fibra’: fibra, “nectere”: fijar en latín) (4).

En 1976 se descubrió que esta glicoproteína estabacompuesta por dos

subunidadesde 220.000Dalton cadauna y cuya composiciónera idénticaen cuantoa

aminoácidosy carbohidratosimplicando un mismo comportamientoinmunolégico sea

cual seasu origen, incluso entredistintasespeciesde vertebrados(5). A partir de este

momentose profundizóen el estudiode su estructuray de sus funcionesbiológicas.

1.2. ESTRUCTURA

La fibronectinaes unaglicoproteinacon un pesomolecularde440.0%Dalton,

contieneaproximadamente2.300aminoácidosy un 5% decarbohidratos(el porcentaje

de carbohidratosvariaconsiderablementesegúnseafibronectinaplasmáticao procedente

del líquido amniótico). Además,estácompuestapor dos subunidadescasi idénticas,

unidasentresi pordospuentesdisulfurosque confierengran estabilidada la molécula.

Cadasubunidadposeeun grupo N-amino terminal(6,7).

1
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La secuenciade aminoácidoses la siguiente:

Serma, Treonina, Acido glutámico, Prolina, Glicina, Alanina, Alfa-cistina, Vaina,

Metionina, Isoleucina,Leucina,Tirosina,Fenil alanina,Lisina, Histidina y Triptófano.

La secuenciade carbohidratoses la siguiente:

Acido siálico, Exosay Exosamina.

Estudios de aminoácidosdel m-RNA y de secuenciasdel DNA genómico

muestranque la proteína está formadapor tres tipos de secuenciashomólogasde

repeticiónde 45 (tipo 1), 60 (tipo II), 90 (tipo III) aminoácidos,lo que suponemásde

90% de la secuenciaaminoacídicade la fibronectinay se organizanen filas lineales

formandolas dos subunidades(4,6).

En las secuenciastipo 1 y II seestablecenpuentesdisulfuro, porel contrarioen

las secuenciastipo III no, aunquesi aparecengrupossulfidrilo libres en algunasde

ellas, cuya función no se conocetodavía,pareceserque influyen en la formación de

multímerosde elevadopesomolecularde fibronectinaal oxidarseestosgrupos.

Estudiosque analizaronla incorporaciónde fibronectinamarcadacon 1125 en la

matriz extracelular de fibroblastos sugieren que el mecanismo de formación de

multímeros de fibronectina mediadapor uniones disulfuro implica un intercambio

disulfuro en el tercio del amino terminal de la molécula(4-8).

Cadabrazodela fibronectinapuededividirse en variosdominiosfuncionalesque

fijan diferentesmacromoléculasy células:

-Dl: Fibrina, heparinay S.aureus.

-D2: Colágeno,gelatina,fragmentoClq y S.pyogenes.

-D3: Funcióndesconocida.

-D4: ADN.

-D5: Función desconocida.

-D6: Plástico,T.pallidum,vinculina,a-actina,tropomiosina,miosinay adhesión

celular (en varios tipos de célulasla secuenciaArg-Gly-Asp-Ser(RGDS)deestaregión

es la que interaccionacon glicoproteinasde la superficiecelular como la lIb/lIla en

las plaquetas).

-D7: Heparina.

-DS: Fibrina.

2



Intrnd,jrrh5n

-D9: Correspondeal carboxilo terminal y esposibleque constituyaotro sitio de

fijación paraS.aureus.

La fibronectinatambiénse fija a distintas bacteriascomo estreptococos(9) y

estafilococos(10), a Candidaalbicans (11) y a distintos parásitoscomo Trypanosoma

cruz! (12) y Leishmania(13).

Se ha identificadodos regionesen la moléculaquepuedenvariarporajustediferencial

del m-RNA dando lugar a subunidadesde fibronectinacon diferentessecuenciasde

animoácidos.Seha identificadoun subtipoen célulastumoraleshumanasy fibroblastos

que contieneuna secuenciaadicionaltipo III llamadaextradomino (ED). Su presencia

puedeser exclusivade la fibronectinacelular (14-16), lo que sugiereque estaregión

juegaun papel en la organizaciónde tejidos quizápor afectara la fibrillogénesiso

proporcionarsitios de unión parala migracióncelular y otrasmoléculasde la matriz

extracelular.

La fibronectinase encuentrapresenteen el organismoen dos formas(6):

La formasolublequesedistribuyede maneradiméricaen sangrey otrosfluidos

orgánicos,sedisponeglobularmenteal plegarsecadabrazo haciael carboxiloterminal.

La forma insoluble se disponeoligoméricamenteen la superficie de algunas

células y tejidos mostrandouna forma abierta. También se localiza en la matriz

extracelularen forma fibrilar.

1.3. ORIGEN Y DISTRIBUCION

La formasolublede la fibronectinaseencuentradistribuidaen el plasma,liquido

cefalorraquídeo,líquido amniótico, fluido sinovial, seminaly exudadosinflamatorios.

En situacionespatológicasestápresenteen líquido ascíticoy exudadopleurales.

Muchos tipos de células sintetizany secretanfibronectinacomo fibroblastos,

células de la astroglía, endoteliales,musculares,epiteliales,células del melanomay

plaquetas. Pero la mayoría de la fibronectina circulante es sintetizada por los

hepatocitos.

La vida mediade la fibronectinaplasmáticaesde 24 a 72 horasy cuandose

retira de la circulaciónno se conocebien cual essu destino,aunquesí se sabeque una

3
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partees incorporadaen la matriz extracelular.

La concentraciónplasmáticaguardarelación con la edad y el sexo. Su rangonormal

oscila de 250 a 600 gg/ml, siendo los valoresen las mujeres inferioresa la de los

hombres,salvo en la edad postmenopausica.La concentraciónmáximaen los varones

sealcanzaentrela cuartay quinta décadade vida (17).

La concentraciónde estaglicoproteinaen el plasmaes ligeramentesuperiora la

del suero, ya que una parteseincorporaen la matriz de fibrina por enlacecovalente

graciasal factor XIII (4) o factor estabilizadorde la fibrina. Esta incorporaciónes

mayorcuantomásbajaes la temperaturaa la que se trabaja.

Los nivelesde fibronectinaseven alteradosen distintaspatologías

-En Disfunciones hepáticasgraves, coagulopatíasintravascularesdiseminadas

(CID), sepsis,traumatismosgraves,grandesquemados,intervencionesquirúrgicas, el

valor de la fibronectinaplasmáticadesciendecomo resultadode unadisminución en la

produccióny/o un aumentoen el consumo(17,18).

-Porotro ladoen osteoartrosisy conectivopatiascomoartritis reumatoideel nivel

de fibronectinaseencuentraaumentadoen el líquido sinovial (19).

La fibronectinaen formainsoluble se encuentraampliamentedistribuidaen los

tejidos, se localiza en zonasde regeneracióntisular, de forma interendotelial, en

membranasbasales,paredesvasculares,tejido conjuntivo y fijada intracelularmentea

la actina.

Por inmunofluorescenciase ha podido comprobar que existen estrechas

interaccionesentrela fibronectinaextracelulary la arquitecturacelular, implicandouna

desorganizacióna nivel de microfilamentosla separaciónproteoliticade la fibronectina

pericelular,con lo que sealteradala estructuray la capacidadde relaciónde la célula.

Agentesoncológicos,virales, físicos, químicos, etc, ocasionanuna pérdidade

la fibronectinade la superficie celular, alterandosu morfología y adhesividad.De

maneraque si a células malignasse le añadefibronectinase observauna regresiónde

la alteración(3).

Tantola fibronectinasolublecomola insolubleposeenlos mismosdeterminantes

antigénicosy se comportan inmunológicamentede la misma forma sea cual sea su

origen, incluso entredistintasespeciesde vertebrados.

4
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La forma libre sepuedeincorporara la fibronectinade la matriz extracelularde

los tejidos pasandoa forma insoluble y parece ser que en este mecanismoestán

implicadosreceptoresde la superficiecelular (2).

Deficienciaso anomalíasen la síntesisde fibronectinaesmuy raro, sí sehan

descrito deficienciasparciales (3), quizá porquedefectosgenéticosimportantesson

letales,debido al papelque desempeñaen la morfogénesisy la fisiología.

1.4. FUNCIONES RIOLOGICAS

La fibronectinase caracterizaprincipalmentepor su función adhesivaque le

permitedesempeñarimportantespapelesen diversasy complejasfuncionesbiológicas:

-Ayudaen cicatrizaciónde heridas,ya que al depositarseen el colágenodañado

favorecela unión de plaquetas,la migraciónde fagocitosy fibroblatosy la proliferación

celular (6,20).

-Interviene en la estabilizacióndel coágulo,puesto que se sabe que se une

covalentementea coágulosde fibrina graciasal factor XIIIa (4).

-Aumentala neovascularizaciónal estimularla migraciónde lacélulaendotelial.

-Favorecela normalqueratinizaciónal servircomoguíaen el movimientode las

células epidérmicasa travésdel tejido de granulacióny ayudandoa la reorganización

de la membranabasa].

-Es importanteen la embriogénesisy en la regeneraciónde los nervios por

interveniren la adhesión,migracióny diferenciacióncelular (20-22).

-Sepuededestacarsu papelen la respuestainmunitariaal aumentarla unión de

linfoquinas a macrófagos,su expresión de receptoresFc y ayuda a mantenersu

capacidadoxidativa.Tambiénaumentala adhesióny quimiotaxisde fagocitos.

-La fibronectinatambiénseencuentraen áreasde fibrosis e inflamación.Algunas

vecesapareceincluidaen complejosinmunesencontradosenpacientescon enfermedades

reumáticas(6-7) bacterianas,aunquesu papelen esteprocesosedesconoce.

-Desempeñauna importantefunción en la fagocitosispor su capacidadde fijar

sustancias,como fragmentosde membrana,inmunocomplejos,agregadosde fibrina,

bacterias,etc, de estemodo se la ha consideradocomo un opsoninainespecíficadel

5
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plasmaal actuarcomopuentede unión entrela partículay el macrófago(20-23).

2. STAPIIYLOCOCCUS

Los estafilococosson cocosgrampositivosde 0.5-1pm de diámetro,inmóviles,

fermentanlos azúcares,no esporulan,generalmentesonno capsuladosy productoresde

catalasa.Se suelen agrupar en forma de racimos y se consideranbacteriaspoco

exigentes,que crecen en medioscomunesy ofrecencierta resistenciaa los agentes

externos(24).

Se encuentrangeneralmenteen el medio ambienteque rodea al hombre,

formandopartede la flora normalde la piel y las mucosas.

El prototipo de los de los estafilococospatógenosesS.aureusque esel agente

causalde la mayoríade las infeccionesy el prototipo de estafilococosoportunistases

S.epidermidis,comensalde la piel que en ocasionesintervieneen procesospatógenos

(25). Así, recientesdatos sugieren que las infecciones nosocomialesdel torrente

sanguíneotienden a aumentarpor patógenosgrampositivoscomo los estafilococos

coagulasanegativosque son los más frecuentementeaisladosy S.aureus(26,27).

2.1. Staphylococcusaureus

La estructuraantigénicade es microorganismoes bastantecompleja, se han

determinadocercade 30 antígenosdiferentesen su paredcelular,de los cualeslos más

importantesson (24,28-30):

-Polisacárido A: específico de especie y constituido por ácidos teicoicos,

polímerosde fosfato de ribitol unidos al péptidoglicanopor enlacescovalentes.

-ProteínaA: especificatambiénde especie,estáen la paredperosepuedeliberar

al medio. Tiene la capacidadde unirsea la extremidadFc de las Ig G normalesy a la

F(ab)2 de las Ig G

específicas,tambiénsecaracterizapor activar al complemento.

-Proteínasresponsablede la tipoespecificidad.

6
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Por otro lado su acción patógenaesdebidaal efectode:

-Antígenosde superficiepor suspropiedadesantifagocitarias.

-Toxinas: Asociadasa estadosde lisogeniao a la presenciade plásmidos(24,28-

31).

* Hemolisinas:sonexotoxinastermolábilescitoliticaso citotóxicasde las

que seconocencuatro tipos: alfa, beta,gammay delta.

* Leucocidinas: ademásde las leucocidinasasociadasa hemolisinas

existenotrasno hemolíticascompuestaspordos subunidadesF y 5 que

provocanalteracionesen la permeabilidadde los fagocitosocasionando

su muerte.

* Exfoliatinas: es unaexotoxinaproteicadermotropa.

* Enterotoxinas:son exotoxinasproteicasy resistentesal calor y a los

fermentosgástricos.Se fijan en receptoresnerviososdel tubo digestivo

produciendonauseas,vómitos y diarreasporacciónde la toxina sobreel

centrodel vómito.

-Enzimas:

* Coagulasas:Parecequeestánrelacionadascon la virulenciapuestoque

la mayoríade las cepasde S.aureus la producen(98%),aunquerecientes

trabajosponenen dudaestacapacidad.

-coagulasalibreesunaproenzimaqueenpresenciade protrombina

y/o un cofactor del plasmasanguíneo(coagulasereacting factor o CRF) forma un

complejocon actividadproteolíticaquetransformael fibrinógeno en fibrina y produce

la coagulacióndel plasma,asu vezseliberan distintosfibrinopéptidosquetienenacción

sobrela fibra muscularlisa. Intervieneen el procesoinflamatorioy en la formacióndel

coágulointravenoso.

-coagulasacombinada llamadatambién “clumping factor” (32):

seencuentraligada a la paredcelular y sesuponeque esla causade la formación de

una cubiertaprotectorade fibrina responsablede la agrupaciónde los estafilococosy

de su acción inhibidora de la fagocitosis.

*Fibrinolisinas: activanel plasminógenopor lo que son las responsable

7
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de la formaciónde microémboloscausantesde metástasissupurativasy

tambiéncontribuyena la capacidadde invasióndel estafilococoen focos

inflamatorios.

*Penicilasas:sonB-lactamasas.Suproducciónesdebidaaplásmidosque

setrasmitenpor transducción.

*Existen otras enzimasque ayudanal establecimientode la infección

invasióny producciónde lesionescomo son: hialuronidasas,

desoxirribonucleasas,fosfatasasy lipasas.

Se debeteneren cuentaque no todaslas cepasde s. aureus poseenlos mismos

determinantesantigénicos,ni producenlas mismastoxinas, ni enzimasen calidad y

cantidad.Por lo que la acciónpatógenadifiere segúnla cepaque seconsidere.

2.1.1. Interacciones fibronectina-S. aureus

Debido a las propiedadesadhesivasde la fibronectinaa plásticosy membranas

basales(6,20,21)y la existenciade dominiosespecíficosde adherenciaa S.aureusen

la moléculaes importantetener en cuentaestetipo de interaccionesya que pueden

constituir un pasoprevio, en una posible colonizacióny posterior infección por este

microorganismo.

2.1.1.1.Receptorde s.aureus en la fibronectina

Con el usode proteasasse han aisladodiferentesfraccionesde la moléculade

fibronectina.Así, una ligera tripsinizaciónda lugara un fragmentoamino terminal de

27 Kdal y a un fragmentocarboxilo terminalde 180 Kdal.

Estudioscompetitivosde adhesiónmostraronque el fragmentode 27 Kdal era

tan efectivo como la molécula de fibronectina intacta en bloquear la unión de

fibronectinamarcadaa estafilococos(33).

Otros autoresinformaronde la existenciade un segundositio de adhesiónque

sesitúaen el fragmentode 180 Kdal. Estosestudiosserealizaroncon bacteriasmuertas
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porcaloro con formaldehído,en cambio,con microorganismosvivos seencontróque

el fragmentode 180 Kdal solo adheríaestafilococosen el casode la fibronectinafija

(34,35).

La estructuradimérica de la fibronectina nos indica que cada brazo de la

molécula lleva un dominio de adhesiónpara S.aureus, ademáspuede unir a dos

estafilococosal mismo tiempo produciendoaglutinación (35-37). De hecho algunas

cepasaglutinancon unaconcentraciónde fibronectinade 3 pg/ml (100vecesmenorque

la concentraciónplasmática)(38).

A. Localizacióndel receptor

La fibronectinase une a la superficiede S.aureus.El tamañoconsiderablede

estamoléculay fragmentosde 27 KdaI marcadoscorroboranestalocalizaciónen las

porcionesmás externasde la pared celular, de maneraque con una tripsinización o

sonicaciónsuaveseeliminadaestereceptor(6,38).

B. Caracterizacióndel receptor

El receptor estafilocócicode fibronectina no ha sido todavía completamente

caracterizado,ya queexistendiscrepanciasentrelos distintosautores.Algunosestudios

informaronque el receptorestabacompuestoprincipalmentepor un carbohidrato,en

cambio otros vieron que se tratabade la proteína A (35,37,38). En estudiosmás

recientes se ha demostradola existenciade dos genesaltamentehomólogos que

codificanpara una proteínatransmembranariaque interactúacon la fibronectinay que

muestrananalogíacon el gen que codificaparalaproteínaA (39).

C. Númerode receptores

Estudioshan mostradoun númeroentre 100-20.000receptoresde fibronectina

por microorganismo(38-41). Lo cual estádentrode lo posible,ya que el tamañode la
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moléculay el áreade superficiede S.aureushaceimprobableque exista un número

mayorde25.000receptorespor bacteria.

El númerode receptoresexpresadosdependede la fasedecrecimiento,del pH

del medio y del tipo de medio utilizado, siendomáximo en faselogarítmica,a pHácido

y con medio de crecimientoenriquecido (37,40-42). Pareceser que también está

aumentadoen el casode aisladosclínicos (43).

2.2. Staphylococcusepidermidis

Seencuentradentrodel grupode estafilococoscoagulasanegativos,no produce

toxina alfa, ni fermentael manitol, elaborageneralmenteun pigmentoblanco y es

sensiblea la novobiocina. Sus ácidos teicoicosestán constituidospor polímeros de

fosfatode glicerol, poseeunaresistenciaa los antibióticosvariable,auquegeneralmente

alta y aproximadamenteun 10% de las cepaspuedenserhemolíticas.Seencuentraen

la piel, principalmenteen lugareshúmedos(24).

Generalmenteno es patógenopero se puedecomportar como oportunista y

producirocasionalmenteinfeccionesurinarias,postoperatorias,endocarditis,meningitis

y sepsisen enfermossometidosa técnicasinstrumentales.

La colocaciónde catéteresvenososo urinarios o la implantaciónde prótesis

artificiales abren nuevas puertas de entrada facilitando la difusión de este

microorganismo.

2.2.1. interacciones fibronectina-S. epidermidis

Las interaccionesfibronectina-S.epidennidis no han sido estudiadastanto como

aquellas con S.aureus. Los estudiosno llevan a una caracterizaciónni expresiónde

receptoresfrentea estaglicoproteina. Sin embargo,sí seha estudiadoel papelde la

fibronectinacomo mediadorde la adhesiónde S.epidennidisa biomateriales.
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Teniendoen cuentaquelos catéteresunavez introducidosen el vasosanguíneo

son recubiertosrápidamentepor proteínasdel hospedadorcomo la fibrina, fibrinógeno

y fibronectina (44-46). Se han realizado numerososestudios para valorar las

interaccionesde S.epidermidiscon la fibronectina y comprobar de este modo la

importanciade estaglicoproteinaen la fijación de la bacteriaal catéterobteniendose

resultadoscontrovertidos:

Russelly cols (47) encontraronun modestoincrementoen la adherenciade SCN

a catéteresde PVC preincubadoscon fibronectina. Vaudauxtambiénobservóun ligero

aumentode la adhesióna CIV retiradosde pacientesy lo atribuyóa lapresenciade esta

proteína(46).

Por otro lado Pascualy cols (48) no detectaronaumentode la adhesiónen

catéteresrecubiertosde fibronectina,ademásotro grupode investigadoresdemostraron

quela adherenciadeSCNa catéteresdesilicona erainhibida por la fibronectinay otras

proteínasde la sangre(49).

Al observarestosresultadospodemosconsiderarque el papelde la fibronectina

y otrasproteínasde la sangreen la adhesiónde estos microorganismosa la sangreno

estádel todo aclarado.

3. CATETERES INTRÁVASCULARES

3.1. IM?ERACCIONES FIBRONECTINA-BIOMATERIAL

Variasobservacionesclínicas y experimentales(50) realizadasen distintostipos

de biomaterialesinsertadosen pacientes,tales como válvulas, suturaso catéteres(51)

han demostradouna alta susceptibilidada las infeccionesestafilocócicas.

Por otro lado se sabe que la fibronectina estableceinteracciones con bacterias

grampositivas,lo que sugiereun papel importantede estaproteínaen las infecciones,

principalmenteen las que se encuentranimplicada S.aureus.También, estudios de

inmunofluorescenciahan demostradoque la fibronectina se fija a implantes de
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polimetilmetacrilato(PMMA) (52) y a otros tipos de biomateriales.

En la actualidadla mayoríade los catéteresintravascularesson de composición

plástica(teflón, polivinilo...) y considerandoque la moléculade fibronectinatiene la

capacidadde unirse al plástico, es lógico pensarque estamolécula se fije al catéter

favoreciendode estemodo la adherenciade los estafilococos.

Se ha visto queexisteunaestrecharelaciónentrela adherenciade S.aureus y la

cantidadde fibronectinadepositadaen láminasde PMMA. El procesode adsorciónde

estaglicoproteinaes saturable,con una fijación máxima de fibronectinaen forma de

monocapade aproximadamente0.32 ~g/cm2(52).

La adsorciónde la glicoproteinaseinhibe por tratamientotérmicodela molécula

o por digestiónproteolíticacon tripsina.

Algunos estudios sugieren que ocurren cambiosconformacionalesy en la

actividadbiológicade la fibronectinatrassu adsorciónen superficieshidrófobasa bajas

concentracionesen “buffer” (53,54).

Se ha visto que existenvariassustanciasque puedeninfluir en la adsorciónde

estamoléculaal material sintético:

Varios estudioshan mostradoun descensode la afinidad de la fibronectinapor

varias superficieshidrofóbicasen presenciade proteínasdel suero (53-55). Así, la

inhibición de la adsorciónde laproteínaa un amplio rangode materialesplásticospuede

serdebidaa sus propiedadescomunesde superficieshidrófobas. También,es posible

quelapresenciade proteínasdel sueroprevenganla adsorciónporefectoscompetitivos,

comoocurriríacon al albúmina(52).

La presenciadel colágenocubriendola superficiede láminasde PMMA favorece

la fijación de la fibronectina(55) y tambiénasemejamásal medio en que se encuentra

un biomaterial implantado, pues se recubrede compuestoscelulares y fibrilares

organizadosigual queen la matriz extracelular.

Con respectoa las fuentesque puedenproporcionalfibronectinaparasu adsorciónen

el biomateriales importantedestacarla fibronectinaexógenaplasmáticaprocedentede

los fluidos extracelularesquebañanel implante y la procedentede síntesisendógenade

las célulasque colonizandichos implantes,comoesel casode los fibroblastos(56).
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3.2. COMPLICACIONES

El uso decánulasintravascularesen la medicinamodernaesuna practicacomún

que afectatanto a pacienteshospitalizadoscomo a enfermosambulantes.Junto a los

enormesbeneficios que suponeel facilitar el accesoa la circulación sanguínea,se

olvidan a menudo algunosriesgospotenciales,de los cualesla infección es el más

relevante.

Su extensivousoconlíeva,ademásde a unaseriede complicacionesinfecciosas,

a otras de origen mecánico.

Todasestascomplicacionespuedenestarrelacionadascon unanegligenciaen el

seguimientode las normasde cuidado,entreotrasposiblescausas.

3.2.1. Complicacionesmecánicas

Aparecenentreel 1 y el 7% (57-61) y son debidasa procesostraumáticos

durante la colocación de la cánulas, por punción vascular, punción linfática, o

simplementepor lesión de algunazonadeterminada.

3.2.2. Complicaciones infecciosas

Conlíevaunaseriede manifestacionesclínicasquelaspodemosdividir en locales

y generaleso sistémicas:

LOCALES:

- Infección del túnel subcutáneo:

En los catéteresde Hickmano Brobiacocupaun 10% del total de las causasde

infección. Clínicamenteresultaevidentepor la presenciade un cordón enrojecidoy

dolorosoa lo largo del trayectosubcutáneodel vaso(62).

- Flebitis supurada:

Ocurre deun 5 a un 15% de los casosde infeccióny secaracterizaporacúmulo
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de polinuclearesy microorganismosen la luz y endoteliovascular(63).

El abordajeterapéuticoha variadodesdela última décadaque generalmentese

procedíaa la exéresis del vaso. En la actualidad, un número considerablepuede

resolversesatisfactoriamentecon la retiradadel catétery el uso deantimicrobianospor

vía parenteral.La apariciónde flebitis supuradaincrementanotablementela mortalidad

atribuiblea la infeccióndel catéter,quepasade un 6-10%a un 85% en los casosdonde

resultainadecuadamentetratada(64).

GENERALES:

Las manifestacionesgenerales son esencialmentelas de toda infección

endovascular caracterizadapor fiebre, manifestaciones multiorgánicas y otras

complicacionespropiasde cualquierbacteriemia.

- Bacteriemia:

La bacteriemiaasociadaa catéterespuede ocurrir hastaen un 2.1% (65) de

cánulasperiféricas y llega a alcanzarel 3.8-21% (66,67) en catéterescentrales.La

colocaciónde los catéteresen vasoscentralesy la etiologíaprincipalmenteestafilocócica

hacenque las manifestacionessépticaspulmonaressucedancon mayorfrecuenciaen la

bacteriemiaasociadaa dispositivosintravasculares.Tambiénesposiblela apariciónde

un shocksépticoen algunoscasos.

- Endocarditisinfecciosa:

La endocarditisbacterianasobretodo con afectaciónde la válvula tricúspide,seasocia

a un 2-10% con el uso de catéterescentrales(65).

3.3. INFECCIONES POR CATETERES INTRAVASCIJLARES

En basea numerososestudiospuntualessobrelos factoresrelacionadoscon la

infección de los dispositivos intravascularesse han podido establecerimportantes

variables de riesgo entre las que se destacanlas derivadasdel paciente y de la

cateterización:
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DERIVADAS DEL PACIENTE

Los gruposde enfermoscon un mayor riesgode infección son los menoresde

1 año y los mayoresde 60, los granulocitopénicoso querecibenquimioterapia,los que

sufrenlesionescutáneascomo quemaduraso psoriasis,los quepresentanenfermedades

de base, incluyendo el síndromede inmunodeficienciaadquirida, los que presentan

bacteriemiaclínica o algún foco infecciosovecino(traqueotomíaen accesosde subclavia

o yugular) (63).

DERIVADAS DEL CATETER

-Numerode lúmenes:

Estudios no comparativos (68,69) han dado un mayor porcentajede estas

complicacionesen los multilúmenes(3-19%). Estos datos sin embargono han sido

confirmadosen un estudiocomparativorealizadopor Gil y cols (70).

-Composicióndel materialempleado:

La mayoríade los periféricossonde composiciónplástica(polivinilo o teflón),

aunqueen pacientesde edadpediátricase usan“palomillas” metálicas,éstastienen un

porcentajede infección menorque los de plástico (8,5% frentea 11.5%, estudiosno

comparativos). Los catéteresde silicona son los que presentanmenorincidencia de

infección,que seestimaen un 0.14%de casosporcada100 díasde uso,por lo que se

considerael material idóneoparatiemposprolongadosde uso (63).

Para disminuir la tasa de infección se han comercializado dispositivos

intravascularesbañadosen soluciónantiséptica(clorhexidinamássulfadiazina-plata)o

antibiótica(cefazolina)y aunquelos primerosresultadosparecenserfavorables(71-74),

serequieremás informaciónen estesentido.

- Lugar de inserción:

Pareceserque los catéteresvenososcentralescolocadosen layugular internase

infectanmásque los colocadosen la venasubclavia(75), ésto puedeser debidoa una

mayor colonizaciónde la piel en la zonade inserciónde la venayugular con respecto

a la subclavia(76), a un incrementode la colonizaciónporpatógenosrespiratoriosy a

una menor adherenciadel vendaje. La región femoral, la vía umbilical (en recién

nacidos)y plieguescutáneosincrementanla probabilidadde infección.
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3.3.3. Microorganismos responsablesde la infección

La etiología de la infección asociadaa catéteresintravascularesse centra

primordialmenteen los microorganismosde la flora habitualde la piel. De ahíquelos

patógenosmásfrecuentesseanlos estafilococos.Numerososautorescoincidenen señalar

un mayornúmerode aislamientosde S.epidermidis, seguidode S.aureus, Enterococcu.s

faecalisy Candida(63) (con unamortalidadasociadaa estalevadurade un 38%). Con

unacapacidaddeproducirbacteriemiadel 3% en S.epidermidisy del 15% en S.aureus

(91).

Las enterobacteriastales como klebsiella sp, Entero/metersp, Serratia sp,

Citrobactersp, bacteriasno fermentadorascomo Pseudomonassp y por último

Cándidasp, han sido relacionadascon brotesepidémicos.Generalmenteestos

brotessuelenestarrelacionadoscon una contaminacióndel líquido de infusión,

ya que estosmicroorganismospuedensobreviviren aguadestilada,soluciones

isotónicas,glucosadasy en solucionesde nutrición parenteral(91).

También se han detectadocasos con microorganismostales como

Ma¡asezziafiaflir (92) en neonatoscon nutrición parenteral,Aspergillusfiavus

(93) en pacientescon neoplasiashematológicas,Corynebacteriumjeikeium (94)

en inmunocomprometidos.Otros microorganismoscomo Campylobaceerfetus

(95), Pseudomonasputida (96) micobacteriasno tuberculosas(97), Fusarium

chlamydosporum(98)hansidodescritosencasosmuyaisladoscomoresponsables

de la infección asociadaal catéter.

3.3.4. Profilaxis de la infección

Con el fin de evitar en lo posible las infeccionesrelacionadascon el catéteres

necesariotomaruna seriede medidasgeneralesen la insercióny mantenimiento

de éste. Entre las precaucionesa considerarpodemosdestacar la elección

adecuadade la zonade inserción,usodeantisépticoscutáneoscomola povidona-
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zonade inserción, solucionesde lavadoparael lumendel catétera las que, en

ocasiones,la adición de antibióticosha sido recomendadapor algunosautores

como medidaprofiláctica (99,100), aunquese ha de teneren cuenta,la posible

apariciónde resistencias(101,102),y por último el uso de catéteresrecubiertos

de antimicrobianosy antisépticos.

4. EFECTOS DE CONCENTRACIONES BAJAS DE

ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS BACTERIAS

Los efectosque producen concentracionesbajas de antimicrobianosen las

bacteriaspuedenserevaluadosobservandocambiosen la morfología, ultra estructura,

bioquímicay tasade multiplicación bacteriana(103). Para cuantificary comprobarla

sensibilidadde un microorganismorespectoa un antibiótico esprecisoconsiderarlos

siguientestérminos:

-Concentraciónmínima inhibitoria (CMI): Es la concentraciónmenor de

antibióticocapazde inhibir el crecimientode io~ bacteriasen 1 ml de medio decultivo

tras 18-24horasde incubación(103,104).

-Concentraciónmínimabactericida(CMB): Es la concentraciónmenorantibiótico

capazdedestruiro matar íO~ bacteriasen 1 ml de mediode cultivo tras 18-24 horasde

incubación(103,104).

-Concentraciónmínimaantibiótica(CMA): Esla concentraciónmenorcapazde

producir “in vitro” alteracionesmorfológicas y/o estructuralesen la bacteria. Son

concentracionesinferioresa la CMI (103).

Estos valores obtenidos “in vitro” no se identifican necesariamentecon los

obtenidos“in vivo” ya queel tamañodel inóculo, las condicionesde vida, la presencia

desustanciasendógenas,etc, hacencambiarla respuestadel germenal antimicrobiano.

Aunque sí presentanun alto valor orientativo.

Los antimicrobianossegúnla concentracióny sitio de infección puedenafectar

tanto a los microorganismosalterandosu estructura interna, como al hospedador

modificandola eficaciade los mecanismosde defensa(104). Puestoque en el foco de
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tanto a los microorganismosalterando su estructura interna, como al hospedador

modificandola eficaciade los mecanismosde defensa(104). Puestoqueen el foco de

infección no siemprese puedealcanzarconcentracionestisularescomparablesala CMI,

ya sea por un accesodifícil del antimicrobianoal foco infeccioso o bien por una

excesivaCMI paraun microorganismoo por una estrecharelacióncon la concentración

tóxica del paciente.Tambiénsedebeconsideraren un tratamientobacterianoel efecto

de concentracionessubinhibitorias(sub-CMIs) sobrela relación hospedador-bacteria

(103,105).

4.1. EFECTOS SOBRE LA VIRULENCIA BACTERIANA

La virulencia es un fenómenomuy complejo que resultade las interacciones

entrelas bacteriasy el hospedador,sepuededefinir como la capacidadde un agente

infecciosoparaproducirefectospatológicoso como el mínimo inóculobacterianocapaz

dedañaral hospedador;a menorinóculo mayorcapacidaddevirulencia(103,106,107).

Son muchoslos factoresque puedencontribuir a la virulenciabacterianacomo

la morfología, velocidadde crecimiento,productosdel metabolismocomo las toxinas

y enzimas, algunos componentesde la superficie y productosde lisis bacteriana.

Concentracionessubinhibitorias de antimicrobianos pueden afectar a diversos

componentesde virulencia (108), así, pueden producir cambios en la superficie

bacterianaalterandosu capacidadde adhesión,afectarla resistenciafrentea factoresde

inmunodefensa,la proliferaciónlocal, dañotisular, invasióny diseminación.

4.2. EFECTOS SOBRE LA ADHERENCIA

Laadherenciabacterianaesunode los primerospasosen un procesoinfeccioso.

Los efectosde concentracionessubinhibitoriasde antimicrobianossobrela adherencia

bacterianadependende muchosfactoresentreellos podemosdestacarsu mecanismode

acción, las fuerzaselectrostáticasy la hidrofobicidadbacteriana.

Estasconcentracionessubinhibitoriaspuedenmodifican la superficiebacteriana
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afectandola capacidadde adherirsea las superficiescelulares.Estaafectaciónpuede

llevarsea cabode tres manerasdiferentes(103,109-112):

-Induciendola roturade adhesinaspreformadasen la célulabacterianacomo es

el caso de la penicilina sobreel ácido lipoteicoico en la superficiede Streptococcus

pyogenes.

-Impidiendo la formación y/o expresiónde las adhesinasen fasedecrecimiento

bacteriano.

-Induciendola formaciónde adhesinasno funcionales.

5. ANTIMICROBIANOS

5.1. AMPICILINA

Perteneceal grupo de los ¡3-lactámicos6-aminopenicilánicos.Las penicilinas

junto a las cefalosporinasconstituyen el grupo más amplio en número y de mayor

importanciaen el tratamientode las enfermedadesinfecciosas. Esto es debido a su

potenteactividadbactericida,al amplio espectroalcanzadopormuchosde susderivados,

a la existenciade preparadosque resistenla inactivaciónenzimáticapor 8-lactamasas

y de inhibidoresde estasenzimassin actividadantibacterianapropia y a la cualidadde

poseeruna farmacocinéticafavorableparasu uso (113).

La ampicilina es un derivado semisintético de la penicilina (alfa-

aminobencilpenicilina).La presenciade un grupo amino en la cadenalateral de la

bencilpenicilinale permiteampliarsu espectrode acción frentealgunasbacteriasgram

negativas.

MECANISMO DE ACCION

Este compuestoejerce una acción bactericida al bloquear la síntesis de

peptidoglicanoen su última etapapor inhibición de la transpeptidasa(enzimaesencial

en estasíntesis)graciasa su analogíaestructuralcon la D-alaninaterminalpropiade los
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B-lactámicos.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tiene un amplio espectrode acción pues es activa tanto en gérmenesgram

positivos, como gram negativos,siemprey cuando no sean cepasproductorasde 13-

lactamasasque inactivaríanla molécula.

5.2. CEFOTAXIMA

Es una cefalosporinade tercerageneración.La característica más importante

de estos 13-lactámicos.derivadosdel ácido 7-aminocefalosporánico(7-APA), es que

presentanuna gran estabilidadfrentea las 11-lactamasas(114), lo que suponeun factor

importantea la horade su elecciónen la aplicación clínica.

La cefotaximaes una cefalosporinasemisintéticade tercerageneraciónque se

administraexclusivamentede forma parenteraly presentaunaelevadaestabilidadfrente

a 13-lactamasas.

Se ha originadode la unión de la cadenalateralaminotiazolde la moléculade

cefotiam con la cadenalatera] oxima de la cefuroxima.Presentaun sustitutivo alfa-

metoximino en el radical de la posiciónsieteque protegea la moléculade la hidrólisis

por las B-lactamasasy en la posicióntres presentaunacadenalateralacetoximetil, lo

quepermitela existenciade un metabolitoactivo, la desacetil-cefotaximaquejunto con

la cefotaximapresentauna acciónsinérgica(115).

MECANISMO DE ACCION

Secomportaal igual que la ampicilinainhibiendola síntesisdel peptidoglicano

en la paredcelular al bloquearla transpeptidación.
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Presentaun amplio espectro sobre gram negativos como enterobacterias,

N.meningiitidis y N.gonorrhoeae y tambiénsobregrampositivosincluidosestafilococos

resistentesa meticilina.

5.3. TETRACICLINA

Forman un grupo de antimicrobianosde amplio espectroderivados de la

naftacenocarboxamidapolicíclica, con una aminaterciariaen la posición cuatro y un

grupo 01-1 fenólico en la posición diez. Poseenelevadacapacidadde quelarcationes

divalentes. La primera tetraciclinaobtenidafue la clortetraciclinaen 1948 a partir de

Streptomyces aureofaciens.Otras tetraciclinas se obtuvieron también por métodos

sintéticosapartirdel núcleofundamental.Segúnsu tiempode acciónsedividen en tres

grupos: de accióncorta, intermediay larga(116).

La tetraciclina es un antibiótico del grupo de las tetraciclinasde acción corta

(poseeuna vida mediade aproximadamentedos horas). Es bacteriostáticode amplio

espectro y liposolubilidad intermedia. Correspondea un derivado del tetraciclo

naftacenocarboxamidacon un grupo-CI-130H en la posiciónseis.

MECANISMO DE ACCION

Ejercesu accióna nivel del ribosomabacteriano,inhibiendola síntesisproteica.

Paraello se fija a la fracción 30S ribosómicade tal maneraque bloqueala fijación del

aminoacil-t-RNA al complejo m-RNA-ribosoma, interfiriendo la incorporación de

aminoácidosa la cadenacrecientedel polipéptido bacteriano.Paraejercersu acciónes

requerimientoprevio la penetracióndel antimicrobianoen la bacteria.En las bacterias

gram negativaspenetrapor difusión pasiva, a travésde los poros hidrofiicos de la

membranaexternay por transporteactivo. Con respectoa las bacteriasgrampositivas

se sabeque existeun transporteactivo (117).
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Como todaslas tetraciclinasen generalpresentaun espectrode acción frentea

unagranvariedadde microorganismos.Es muy activafrentea bacteriasgrampositivas

y gram negativas, clamidyas, nocardias, rickettsias, micoplasmas, espiroquetas,

anaerobioscomo Clostridium tetani y Actinomycesisrael!!.

5.4. AZITROMICINA

La azitromicinaperteneceal grupo de los macrólidos,antimicrobianosque se

caracterizanpor la presenciade un anillo lactónicomacrocíclico,al que seunendiversos

desoxiazúcaresy/o aminoazúcares.Soncompuestosdenaturalezabásica.En la segunda

mitad de ladécadade los setentalos avancescientíficosy el descubrimientode nuevas

etiologíasde síndromesinfecciosos,motivaron un interés en el estudio de nuevas

moléculasde macrólidos.

Desdeque sedescubrióla eritromicina, a partir de un cultivo de Streptomices

erytheus, los macrólidoshan sido ampliamenteutilizados como alternativaa los 13-

lactámicosen el tratamiento de infeccionespor gram positivos. Son considerados

fármacos de segundaelección en las infecciones de vías respiratoriassuperiores,

otorrinolaringológicasy otros cuadrosinfecciosos.Seclasificanen función del número

de elementoscontenidosen el anillo macrocíclico,así, aparecenanillos de 14, 15 y 16

miembros.

La azitromicinaes el primer miembrode una nueva clasede antimicrobianos

denominadosazálidos derivadosde la eritromicina y presentamayor estabilidaden

medio ácido. Estamoléculaestáconstituidapor un anillo de 15 átomosa diferenciade

la eritromicinaque estáconstituidapor 14 átomo. Carecedel grupo cetodel carbono

nuevey seincorporaun nitrógenoentrelos carbonosnuevey diez (118).

MECANISMO DE ACCION

Puestoque la azitromicinaestádentrodel grupode los macrólidosse caracteriza
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por inhibir la síntesisproteicade las bacteriasal unirsede formaespecificaal sitio P

(donador)de la subunidadSOS del ribosomabacteriano.Estaunión esreversible,pero

paraque seproduzcaes necesariala presenciaen dichasubunidadde dosproteínasLiS

y Lí (el sitio de unión escomún para el cloranfenicol y la clindamicinapor lo que

interfiere con la acción de estosantimicrobianos.La ocupaciónde este lugar por el

macrólido impide la translocación,mediantela cual, la cadenade aminoácidosen

formación unida al t-RNA pasa desdeel sitio aceptor (A) al sitio donador (D),

impidiendocon ello la progresióndel siguientecodondel m-ARN.

El efecto de estosantimicrobianospuedeserbacteriostáticoo bactericidasegún

la especiebacterianasobrela que actúe, de la concentracióndel antibiótico, de la

densidaddel inóculo y de la fasede crecimientoen que seencuentrenlas bacterias.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La azitromicinapresentauna gran actividad frentea bacteriasgram positivas,

ademáses muchomásactiva “in vitro” que los otros macrólidosfrentea algunosgram

negativos, enterobacterias.También es activa frente a patógenosintracelularesy

presentaresistenciacruzadacon microorganismosresistentesa eritromicína.

5.5. KANAMICINA

Los aminoglucósidos constituyen un grupo de antimicrobianos de gran

importanciapor su actividadsobreenterobacteriasy gramnegativosque frecuentemente

presentanresistenciaa otros antibióticos.

La estreptomicinafue el primer aminoglucósidoobtenido en 1944 a partir de

Streptomyces griseus, trece años despuésse alsió la kanamicinade una cepa de

S.kanamyceticus en Japón (119). Químicamentelos aminoglucósidosestánformados

por un anillo aminociclitol derivado del inositol, al que se le une por enlaces

glicosídicosdos o másazúcarescon o sin gruposamino. Aunquela relaciónestructura

actividadno seconocecompletamentesesabequeal modificaralgunosgruposhidroxilo

y amino se producepérdidade la actividadbacteriana.
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La kanamicinaes un aminoglucósidomuy estableque correspondeal grupo de

la 2-dexosi-estreptamina(como anillo anúnociclitol). La moléculaestácompuestapor

la desoxiestreptaminaa la que sele unenaminoazúcaresen la posicióncuatroy seispor

enlacesglucosídicos,quedandolibre el grupohidroxilo en la posición cinco (120).

MECANISMO DE ACCION

La kanamicinainhibe la síntesisproteicay producela lecturaerróneadel código

genéticoa nivel ribosomalpor unirsea las dos subunidadesdel ribosoma30S y 505.

Presentaun marcadoefectobactericidasobrelas bacteriasen fasede crecimiento.

Los aminoglucósidosen general, al ser compuestosmuy polarespasan con

dificultad las membranasporsimple difusión pasiva,por eso,paraaccedera su lugar

de acciónesnecesarioque se establezcanpuntosde unión con la membranacelularpor

enlaceiónico y a continuaciónel pasoa través de la membranay posteriormenteal

ribosoma se realiza por procesosdependientesde energía que se producen en

condicionesde aerobiosis(requisitoindispensableparaejercersu acción).

Estainhibición de la síntesisproteicao la síntesisde proteínasanormales,no son

mecanismossuficientesparaexplicarsu acciónbactericida,teniendoen cuentaqueotros

antibióticos también inhiben la síntesis de proteínas y solo producen efectos

bacteriostáticos,se sugierencomomecanismosadicionalesla alteraciónde la membrana

citoplasmáticacon salidade elementosintracelularesy alteraciónen el metabolismoy

respiracióncelular, ademásde otros posiblesmecanismos.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La kanamicinaes activa frente a bacterias gram negativas aerobiascomo

Pseudomonas aeruginosa y aunqueexisten antimicrobianosde actividad similar, los

aminoglucósidossiguen siendo imprescindiblesen el tratamientode infeccionesgraves

porestabacteria.Son pocosensiblesa las bacteriasgrampositivassalvoparaS.aureus.
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5.6. NORELOXACINO

La importanciade las quinolonasha ido progresivamenteen aumentodesdela

aparicióndel primer miembrodel grupo,el ácidonalidíxico. Se sintetizóen 1962 y se

introdujo ese mismo año como quimioterápicosintético. Era un derivado de la 1,8

naftiridina, quejunto con el ácido oxolínico, el ácidopipemidínicoy la cinoxacinosus

aplicacionesestabanlimitadas a infeccionesurinariasy digestivas.El grupocobró una

nueva dimensión con la introducciónde las nuevas 4- quinolonaso fluorquinolonas

(121,122); secaracterizanpor tenerun átomo de flúor en posición seis y un grupo

piperacínicoen posiciónsiete. Presentanun espectrode acción mucho mayor que las

anterioresresultandoútiles en infeccionesde diferentestejidos.

Norfioxacinoes unafluorquinolonasintetizadaa partir delácido pipemídico,de

un amplioespectrode acción. Su estructuraquímicacorrespondea l-etil-6-fluoro-1,4-

dihidro-4-oxo-7-(l-piperacinil)-3-quinolincarbónico.

MECANISMO DE ACCION

Considerandoque norfioxacino es una fluorquinolona, actúa inhibiendo de

maneraespecíficalaactividadde la DNA-girasaal interactúarcon susubunidadA. Esta

enzimaes mil vecesmás sensiblea la acción inhibidora de las quinolonasque otras

topoisomerasastipo II de las células de mamíferos;de tal modo que a] interactúarel

fármacocon ella inhibe la formaciónde superhélicesdel DNA bacteriano.

La actividaddeestafluorquinolonaessuperiora la del ácidonalidíxico, lacausa

puededebersea diferenciasen la penetrabilidada travésde la membranabacterianao

a diferenciasen las posibilidadesde fijación en los sitios activos.Esto permiteobtener

“in vivo” nivelesplasmáticosútiles parainfeccionesde diversosórganosy no sólo de

las vías urinarias.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Es mucho másactivaque las quinolonasde la primerageneración,su espectro
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esmásamplio y seextiendea másgérmenesgram negativosque la anterioresy agram

positivos.

5.7. TEICOPLANINA

En los últimos años las bacterias gram positivas se han convertido en las

responsablesde múltiples y gravesinfeccionesque comprometenla vida del paciente.

Esto seponede manifiestopordiversosestudiosquenosalertande laenormerelevancia

que están alcanzandoestos microorganismos.La aparición de múltiples resistencias

frente a distintos microbianoshacenecesarioel empleo de glicopéptidos,talescomo

vancomicinay teicoplanina,como recursoterapéuticoapesarde susefectossecundarios

adversos(123).

La teicoplaninaes un glicopeptidoproducidopor Actynoplanesteichomyceticus

que presentauna estrechaanalogíaestructuralcon la vancomicina,antibiótico con el

cual compartesimilarescaracterísticas.Se diferenciaen que su semividaesmás larga,

permitiendouna sola administraciónal día.

MECANISMO DE ACCION

Inhibe la síntesisdel peptidoglicanoal impedir la polimerizacióndel complejo

lipido-fosfodisacárido-pentapéptidoen la segundafasede formacióndela paredcelular,

acumulandoselos compuestosintermediariosunidos a la membrana.También puede

actuarsecundariamentealterandola permeabilidadcelulare inhibiendoselectivamente

la síntesisdel RNA. Presentaactividad bactericidaen fase activa de crecimiento

bacteriano.

5.8. CLINDAMICINA

Pertenece,junto a la lincomicina, al grupode las lincosamidasy secaracterizan

por poseerun aminoácidounido a un azucar.
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La clindamicinaes un derivadosemisintéticode la lincomicina, máspotenteque

ésta,seabsorbemejor por vía oral e induceen menorgradocolitis asociadaal uso de

antibacterianos.Por lo quese empleacon muchamayor frecuenciaquela lincomicina.

Correspondea la 7-cloro-7-desoxi-lincomicina(124).

MECANISMO DE ACCION

Inhibe la síntesisproteica,uniendosea la subunidad505 de los ribosomasen los

mismos receptoresque la eritromicina y el cloranfenicol, parece ser que inhibe la

peptidiltransferasa,interfiriendoen principio la unión del sustratoaminoacil-t-RNAal

sitio A de la subunidadribosómicaSOS. Es bactericidaa elevadasconcentracionesy

bacteriostáticoa concentracionesterapeúticas.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La clindamicinaesmuy activa frenteabacteriasanaerobiastantogram positivas

como gram negativas, también es activa frente a bacteriasgram positivas como

estreptococos,estafilococosy Corynebacteriumd¡phteriae.
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La sepsis relacionadacon catéteresy biomaterialeses una infección

nosocomialdecaracteragudocadavez másfrecuentecomoconsecuenciadelgran

uso de estosdispositivosintravasculares.

S.epidermidisy s.aureusson los principalespatógenosaisladosen dichas

infecciones. Se ha comprobadoque las proteínasplasmáticasdel hospedador

puedeninfluir favoreciendola adhesióny posteriorcolonizacióne infección.

La capacidad de concentracionessubinhibitorias de antimicrobianos de

interferir conla adhesiónmicrobiananos llevaaproponerlossiguientesobjetivos

para estetrabajo:

1-Analizar el papelde la fibronectinay de lasproteínasplasmáticas

en la adherenciade S.epidermidisy s.aureusa catéteresde teflón y vialón.

2-Estudiarla influenciadealgunosparámetroscomola temperatura,

tiempo de incubacióne inóculo bacterianosobre la adherenciaestafilocócicaa

catéteres.

3-Cuantificar los efectos que producen concentraciones

subinhibitoriasde distintos antimicrobianosen la adherenciade £epidermidisy

s.aureus a catéteres de teflón y vialón preincubados o no con fibronectina

purificada o plasma.
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1. ASPECTOS GENERALES

1.1. CATETERES

Se utilizaron catéteresde dos materialesdiferentes

-Vialón (Insyte) : Materialplásticodesarrolladoexclusivamenteparauso

médico,esun polímerode alta densidadque se ablandaa temperaturacorporaly flota

dentrodel vaso.

-Teflón (Terumo) material plásticode politetafluoroetileno.

Las medidasdeamboscatéteresfueron igulales,presentandounalongitudde 25

milímetrospor un diámetrode 0.8 milímetros.

1.2. MICROORGANISMOS

Se ensayarondos cepasde S.aureus y dos cepasde S.epidennidis:

-S. aureus: ATCC 25923

-S.aureus: Aislado clínico de hemocultivo (Hospital Universitario San

Carlos. Madrid).

-S.epidermidis:ATCC 12228

-S.epidermidis: Aislado clínico de hemocultivo (Hospital Universitario

San Carlos. Madrid).

Estascepasseconservarona -200Cen lechedesnatada.Parasu uso sehicieron

siembrasy subcultivosde mantenimientocadadoso tresdíasen placasde agarMileller-

Hinton incubandoseen estufa(Heraeus)a 370C de 18 a 24 horas.
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1.3. ANTIMICROBIANOS

Se emplearonocho antibióticos frentea las cuatrocepasa estudiadas:

Ampicilina (Beecham)

Cefotaxima (Roussel)

Teicoplanina (Marion Merrelí Dow)

Clindamicina (Upjohn)

Azitromicina (Pfizer)

Kanamicina (Bristol-Myers)

Tetraciclina (Pfizer)

Norfioxacino (Merck Sharp& Dohme)

Estosantimicrobianosfueronfacilitadosporlos correspondienteslaboratoriosen

formadepolvo valoradoy las dilucionesserealizaronsegúnlas indicacionesde la casa

comercial.Posteriormentesedistribuyeronen alícuotasde 1 ml y seconservarona -

20W. Parasu utilización sedescongelaronel mismo día del ensayo,desechandoseel

antimicrobianosobrante.

1.4. FIBRONECTINA HUMANA

Se utilizó fibronectinahumanapurificada mediantecromatografía(Sigma) y

liofilizada. La suspensiónde fibronectina se preparó siguiendo las intruccionesdel

fabricante. Esteliofilizado se reconstituyócon aguadestiladaesteril y seprepararon

alícuotasde distintaconcentración(500, 100 y 25 gg/ml). Estassecongelarona -200C

y se utilizaron una sola vez tras su descongelaciónparano alterar suspropiedades..
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1.5. ANTISIJERO

SeempleóantisueroantifibronectinahumanasuministradoporBehringcon el fin

de retirar del plasmay del suerola fibronectinaexistente.El antisueroestáconstituido

poranticuerposespecíficosde origenanimalobtenidospor inmunizacióndeconejoscon

fibronectinahumana,de tal forma que al ponerloen contactocon plasmao suerola

fibronectinaque contienenes inactivadapor una reaccióninmunoquimicacon estos

anticuerposy posteriormentees retiradapor centrifugación.

Estosantisuerosseconservarona 40C.

1.6. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

Las concentracionesmínimasinhibitoriasde los distintosantimicrobianosfrente

a las cepasensayadasfueron determinadasmediantemacrodiluciónen tubos:

Las bacteriasfueron añadidasa seriesde dilucionesdobles del antimicrobiano

preparadasen caldoMUeller-Hinton(Oxoid), en presenciade un control de crecimiento.

La CMI se estableciócomo la concentraciónde antibiótico que no permitió el

crecimientomacroscópico(turbidez)de las bacteriastras 18-24horasde incubaciónen

estufaa 37W.

1.7. PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA LOS

ENSAYOS DE ADHESION

Paraello, una coloniade una placade agarMúeller-Hinton (Oxoid) se inoculó

en 50 ml de ca]do Mileller-Hinton y secultivó a37”C con 150 agitacionespor minuto.

Las bacteriasen cultivo se cogieronen fase logarítmicay se depositaronpor

centrifugación(CentrífugaMod. Meditronic) a 3500 revolucionespor minuto (rpm)
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durante15 minutos. A continuaciónselavaron 3 vecescon Buffer fosfato salino (PBS)

de BioMerieuxde pH: 7.2-7.3paraeliminar restosdel mediode cultivo y seprepararon

suspensionesbacterianasde í0~ unidadesformadorasdecoloniaspormililitro (Ufc/ml)

a partir de una suspensión de lO8UFC/ml que según las determinaciones

espectrofotométricascorresponden a una absorbancia de 0.3 a 580 nm.

(EspectrofotómetroHitachi Mod. U-1 100).

1.8. MEDIOS DE INCUBACION DEL CATETER

Los catéteresfueron incubadosen distintosmedios:

A- Plasmapobreen plaquetas(ppp) y suerocorrespondiente:

Se preparóun “pool” de plasmade voluntarios sanosuna hora antesde los

experimentos,paraello, la sangrefue recogidaen

1-Tubo citratado (plasma) que se centrifugó durante 10-15 mm a 1500

revolucionespor minuto (rpm).

2- Tubo seco (suero) que sedejó reposara temperaturaambienteel tiempo

suficiente para la formación del coágulo de fibrina y despuésse separódel suero

mediantecentrifugacióna 1500 rpm durante10-15 mm.

B- Plasmatratado(Pt) y el suerotratado (St) correspondiente:

Paraeliminar la fibronectinadel sueroy el plasmauna vezobtenidosseincubaroncon

cantidades adecuadasde antisuero durante 15 mm a 37”C y después los

imnunocomplejosformadosfueron precipitadosmediantecentrifugacióna 2500 rpm

durante15 mm.

C- Solucionesde fibronectina.

D- PBS
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1.9 PROCESODE ADSORCION DE PROTEíNAS AL CATETER

Cadacateterseinvitó duranteun periodode unahoracon 1 ml de unasoluciónde

fibronectinapurilicada de 100 ~ig/ml,con plasma, suero, plasmatratado (plasmasin

fibronectina),suerotratado(suerosin fibronectina)o PBS. segúncorrespondiese,a 370C

y a150 ag./min.Posteriormenteselavó tresvecescon PBS paraeliminarlos restosdel

liquido deincubacióny de estemodoimpedir queinterfirieseenlos ensayosde adhesiów

1.10 ENSAYO ESTÁNDARDE ADHESION AL CATETER

Al catéterpreviamenteincubadocon fibronectina,plasma,suero,Pt, St o PPS,

segúncorrespondiese,sele añadió1 ml desuspensiónbacterianade 1 0’UFC/ml y seincubo

duranteuna hora a 370C a 150 agitacionespor mmuto. A continuaciónse recogió la

suspensióny selavó el catéterconPBSfilo (40<?) durante10 mm a 150 ag./minparaparar

la reaccióny anastarlasbacteriasno adheridasquehayanpodidoquedardepositadasen el

catéter,el liquido de lavadoserecogióen la suspensiónbacterianapreviamenteretirada.

Posteriormentesehizo recuentoen placade las bacteriasno adheridas(existentesen el

lavado y la suspensión).Se dedujo el númerode bateriasadheridasy se calculó los

porcentajesde adhesiónmediantela siguienteformula:

0/oAdhesión~(A -B)x100
A
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-A: N0 de bacteriascontrol

-B: N0 de bacteriasen el sobrenadante

2. iNFLUENCIA DE LOS PARAMETROS EN LA

ADHERENCIA BACTERIANA AL CATETER

PREVIAMENTE INCUBADO CON PLASMA

2.1. EFECTO DEL INOCULO BACTERIANO

Paraello, sepreparósuspensionesde S.aureus de distintasconcentracionesy con

cadauna de estassuspensionesse siguió el ensayoestandarde adhesióncalculandose

posteriormenteel porcentajede adhesiónobtenido.

2.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Seprepararoncuatroseriesde reaccionessiguiendoel ensayode adhesiónpero

a temperaturasde incubacióndirentes:

40C, 260C, 370C, 420C

2.3. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION CON EL

PLASMA

Se valoró la influenciadel tiempo de incubacióndel catétercon el plasma.

El ensayode adhesiónserealizó habiendovariadopreviamenteel tiempode incubación

con el plasmade 30 mm a 120 mm. Posteriormentese dedujoel númerode baterias

adheridasy se procedióa determinarlos porcentajesde adhesión.
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2.4 EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION CON LAS

BACTERIAS

Sevaloró la influenciadel tiempode incubaciónde las bacteriasen la adhesión

al catéterde éstas.

El ensayode adhesiónse realizó variandoel tiempo de incubación con las

bacterias de 30 mm a 120 mm. Posteriormente se dedujo el número de baterias

adheridasseprocedióa determinarlos porcentajesde adhesión.

3. EFECTO DEL PLASMA, SUERO, PLASMA TRATADO Y

SUERO TRATADO EN LA ADHERENCIA DE S.aureusAL

CATETER

Con estefin seincubó previamenteel catétercon plama, suero,Pt y St durante

una hora, a 37”C y a 150 ag./min realizando a continuación el ensayo de

adhesión.Posteriormentese dedujo el número de baterias adheridas, seguido del

porcentajede adhesión.

4. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE FN

PURIFICADA EN LA ADHERENCIA DE S.aureusAL CATETER

Paraello los catéteresfueronpreviamenteincubadoscon suspensionesdedistinta

concentraciónde fibronectinapurificada que oscilabanentre 200 Wml y 0.3 p/ml.

Despuésserealizóel ensayode adhesión,calculándoselos porcentajesdeadhesióntras

determinarel númerode bacteriasadheridas.
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5.CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS CON CONCENTRACIONES

SU?BINIIIBITORIAS DE ANTIMICROBIANO

5.1. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CRECIMIENTO

Una vez determinadala CMI del antimicrobianofrentea la cepaensayada,se

prepararonmediosde caldoMúeller-Hinton con 1/2, 1/4, 1/8 CMI respectivamentey

sin antimicrobiano.A continuaciónse añadióunasuspensiónbacterianatal, queofreció

una concentraciófinal de 5xlO5UFC/ml y se incubarona 370<? y 150 ag./min hasta

alcanzarla fase logarítmicade crecimiento.

5.2. DETERMINACIÓN DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR

ESPECTROFOTOMETRíA

Teniendo en cuenta que concentracionessubinhibitorias de antimicrobianos

producencambiosmorfológicosen las bacteriasdandolugara formasfilamentosaso a

agregadosbacterianos(segúnel antimicrobianousado)y estopuedeprovocarerroresen

el recuentode bacteriasen placa por no corresponderel númerode coloniascon el

númerorealde bacteriasvivas sembradas,secomprobó,contodoslos antimicrobianos,

queel inóculo bacterianoutilizado parael ensayode adhesióncorrespondíaa un número

de bacteriastratadasidéntico al númerode bacteriascontrol crecidasen medio sin

antibiótico.

Para determinarla influencia de las concentracionessubinhibitoriasde los

antimicrobianossobrela curvade crecimientode S.aureusse midió a partir de la hora

cero y cadahora la turbidez de la suspensiónbacterianaen crecimientocon el fin de

determinarlas densidadesópticasde los cultivos crecidosen diferentesconcentraciones

deantimicrobianoy del cultivo control, ya queestasdensidadesópticasmantienenuna
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determinar las densidades ópticas de los cultivos crecidos en diferentes concentraciones

de antimicrobianoy del cultivo control, ya queestasdensidadesópticasmantienenuna

relación directa con el número de bacterias en el medio.

A continuaciónse trazaron las curvas de crecimientocorrespondientesa los

distintos medios con y sin antimicrobiano. Según éstas, se observóla influenciadel

antimicrobianosobreel crecimientobacteriano.

5.3. PREPARACIONDE LAS BACTERIAS PARA LOS EXPERIMENTOS

Segúnlas determinacionesde las curvasde crecimientobacterianoen mediosde

cultivo con o sin antibiótico, se seleccionaronlas bacteriasen fase logarítmicade

crecimiento,presentandouna densidadóptica de 0.3 a 0.4. A continuaciónse lavaron

tres veces con PBS estéril para eliminar los restosdel antimicrobianoy seprepararon

en PBS suspensionesbacterianasde lO7UFC/ml a partir de los medios con y sin

antibióticopara los ensayosde adhesión.

5.4. ENSAYO DE ADHESION

Se realizó de igual forma que el ensayoestandarde adhesiónpero utilizando

bacteriascrecidasen medios de cultivo que conteníandistintas concentracionesde

antimicrobianoy las bacteriascontrolquefueron crecidasen medio sin antimicrobiano.
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6. METODO ESTADíSTICO

Todos los ensayosfueron realizaronal menoscinco veces.Posteriormentese

procedióa calcularlas mediasaritméticasy las desviacionesestandarde los resultados

obtenidosen los ensayosde adhesiónal catéter.
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1. ADHERENCIA DE S.aureusA CATETERES DE VIALON Y

TEFLON

Las dos cepas ensayadas de S. aureu.s presentan diferencias en la adhesión según

seaun tipo de catéteru otro. En la tabla 1 se puedeapreciarque la adhesión,

cuandose ha incubadoel catétercon PBS, es mayor en la cánulade vialón que en la

de teflón. Por el contrariocuandoha sido incubadocon fibronectinao con plasmala

adhesiónes mayorparael teflón que parael vialón.

Tambiénpodemosapreciarquesiemprehay másadhesiónal catétercuandoéste

estáincubadocon plasmao fibronectinaquecon PBS.

• <SO) DE ADRESION DE S.aureus (ATCC 25923) A DISTINTOS TIPOS DE
TETER:

PM ?FNt PtASMA

TEFLON 19.4 (0.3) 65.7 (0.2) 92.5 (0.4)

VIALON 25.4 (0.4) 39.1 (0.5) 86.6 (0.7)

Tabla 1: Adhesiónde S.aureus(ATCC 25923) a catéteresde vialón y teflón.

% (SU) DI•k .WHI.Z...ION»E$aun 41CLINICO) A Ji TOS TIPO SI)E

TETER:

PÉS PLASMA

TEFLON 45.2 (0.5) 71.2 (0.2) 95.1 (0.6)

VIALON 38.4 (0.3) 74.7 (0.4) 90.8 (0.5)

Tabla 2: Adherencia deS.aureus(aisladoclínico) acatéteresde vialón y teflón.
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2. FACTORES QUE AFECTAN LA ADHERENCIA S.aureusAL

CATETER

2.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ADHESION

AL CATETER INCUBADO CON PLASMA, Pt, SUERO Y St.

Tras la exposiciónde S.aureus (aisladoclínco y ATCC 25923)a catéteresde

vialón previamenteincubadoscon distintosmedios,sepuedeapreciarunadiferenciade

adhesión(tabla 3 y figura 1). Apareceun máximo cuandoel catéterha sido incubado

con plasmay un mínimo cuandolo ha sido con suerotratado.

Generalmentecon el aislado clínico se observa un aumento de adhesión

ligeramentemayor con respectoa la cepaATCC 25923, salvo en el caso del suero

dondela cepaATCC 25923 presentóuna adherenciade 47.8% y el aisladoclínico de

57.2%.

En ambascepasla adhesióndel catéterincubadocon plasmao con suero es

siempremayor que cuando se incuba respectivamentecon plasmao suero tratado.

DE ADUESION AL CATETER PREVIAMENTE INCUBADO CQNt

Laureas PBS PLASMA Pt SUERO St

ATCC 25923 26.0 (0.3) 88.7 (0.6) 42.5 (0.4) 47.8 (0.5) 3.0 (0.2)

A. Clínico 39.0 (0.7) 92.0 (0.5) 48.0 (0.3) 57.2 (0.4) 11.0 (0.5)

Tabla 3: Efectode la previa incubacióndel catétercon plasma,plasmatratado,

sueroy suerotratadoen la adhesiónde Saureus.
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2.2. DETERMINACION DE LA ADHERENCIA AL

CATETER INCUBADO CON DISTINTAS

CONCENTRACIONES DE FIBRONECTINA

Según sepudeapreciaren la tabla 4 y gráfica 2, la adhesiónde S.aureusal

catéteresdependientede la concentraciónde fibronectinacon la quese ha incubadoel

catéter hasta llegar a una concentración de 12.5 gg/ml, a partir de la cual es

practicamente invariable.

El aislado clínico presenta una mayor adhesión, frente a una misma

concentración,quela cepaATCC 25923,desdeunaconcentraciónde 12.5 ~g/m1hasta

los 200 hg/ml, en cambioapartirde6.2 sg/mlhasta0.3 sg/ml la diferenciapareceser

despreciable.

%. SD It MMESION DE $4aareusAL ~TtTER IN0UBAW CON D$TINTAS

NcENTRAaON~s (n(m» DE FURONECTh4A PURWICA»k,

-c ----. -—

12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39

sg/ml vg/ml sg/ml vg/ml vg/ml ~¿g/ml

S.aureus 200

ng/ml

100

sg/ml

50

sg/ml

25

sg/mI

ATCC 47.4

(0.5)

47.4

(0.3)

47.2

(0.7)

46.9

(0.2)

46.7

(0.4)

32.3

(0.6)

12.5

(0.4)

17.2

(0.4)

9.02

(0.7)

4.2

(0.6)

Aislado

Clinico

70.7

(0.5)

68.3

(0.2)

61.9

(0.6)

61.5

(0.4)

61.3

(0.2)

38.4

(0.3)

20.1

(0.2)

16.8

(0.8)

11.4

(0.7)

2.8

(0.5)

Tabla 4: Efecto de la incubación del catétercon distintas concentracionesde

fibronectinaen la ahdesiónde S.aureus.
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2.3. ESTUDIO DE DISTINTOS PARAMETROSEN LA ARDESION DE

S.aureus

2.3.1. Efecto del ¡nóculo

En las tablas 5 y 6 podemosapreciarlos porcentajesde adhesiónal catéter

incubadocon PESy plasmaen presenciade distintosinóculosde S.aureus.

Los resultadosde las dos cepasson comparables,presentandosiempreel aisldo

clínico una mayoradhesión. La cepaATCC 25923presentaun aumentode adhesión

de un inóculo de io~ auno de íO~, ya queen el casodel catéterincubadocon el plasma

vemosquecon un inóculo de íO~ presentauna adhesiónde un 52% que aumentahasta

un 86.3% cuandoel inóculo es de 10~.

DE ADHESION DE Sartas (MCC25

CATETER INCUBADO CO

INOCULO (UECJmI) PBS~ PLASMA

10’ 35.4 (0.8) 89.8 (0.7)

28.4 (0.7) 88.9 (0.6)

i0~ 27.6 (0.3) 86.3 (0.4)

25.8 (0.5) 73.0 (0.5)

25.0 (0.6) 52.0 (0.8)

TablaS:Efectodel inóculo en la alidesiónde S.aureusATCC 25923al catéter.
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% LSD) DE ADUESION flE S,,uqr.ous<A, CLINIC
CATETEIt P4CUZAXYO CO

Rr.,nltañnc

INOCULO ((3k/mi) 1>135 PLASMA

41.0 (0.5) 92.4 (0.1)

39.8 (0.7) 88.0 (0.3)

39.1 (0.2) 85.1 (0.2)

10’ 36.4 (0.8) 81.2 (0.6)

i0~ 32.3 (0.3) 79.7 (0.6)

Tabla 6: Efecto del inóculo en la adhesiónde S.aureus (aisladoclínico) al

catéter.

2.3.2. Efecto de la Temperatura

La temperaturade incubaciónde las bacteriasafectósu adhesión.En las tablas

7 y 8, querepresentanlos porcentajesde adhesiónde lacepadeS.aureusATCC 25923

y del aisladoclínico respectivamentesepuedeapreciarunaadhesiónmáximaalos 370<?

y una mínima a los 40C. Con una temperaturade 420C, cuandoel catéteres incubado

con PBS la adhesiónes similar a la temperaturade 37~C, por el contrario, incubando

con plasmala adhesiónseve disminuidamarcadamentecon respectoa la obtenidaa los

370C y 260C.
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% (SD> DE ADULSION DI Ssznnuz AL CATETER INCUUADO A

DISTINTAS TEMPERATURAS;

Ro ,nltndn y

420C 37tC 260C 4C

PBS 23 6 (0.2) 5.8 (0.5) 3.8 (0.6) 18.1 (0.4)

PLASMA 28 9 (0.5) 0.8 (0.7) 8.2 (0.3) 17.5 (0.4)

Tabla 7: Efectode la temperaturaen la adherenciade U ATCC 25923al catéter.

% (SI» DE ADHESION DE $.aunus%CLINICQ> AL CATEflR INCUBADO A

DISTINTAS TEMPERATURAS:42YC 37tC ~26C 44C

••PB8 27.5 (0.5) 33.1 (0.5) 28.5 (0.2) 20.4 (0.5)

PLASMÁ 31.2 (0.2) 81.5 (0.4) 78.8 (0.5) 20.6 (0.4)

Tabla 8: Efecto de la temperaturaen la adherenciade U aislado clínico al

catéter.

2.3.3. Efecto del Tiempo de Incubación con Plasma y con

Bacterias

Las tablas9 y 10 representanel porcentajede adhesiónde S.aureusATCC

25923 y del aisladoclínico respectivamentesegúnel tiempo de incubacióndel catéter

con el plasmay con las bacterias.

Podemosobservarquecuandola incubacióncon bacteriasy con el plasmaesde

30 minutos

la adhesiónesconsiderablementemenorquesi seaumentael tiempo de exposicióndel
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plasmaa 60 ó 120 minutos manteniendofijo a 30 el tiempo de incubacióncon las

bacterias.Por otro lado, si aumentamosel tiempo de exposiciónde las bacteriasa 60

minutosno influyetantoel tiempodeexposicióndel catéteral plasma.Lo mismoocurre

al aumentarel tiempo de incubacióncon las bacteriasa 120 minutosdondeapareceun

ligero aumentode los porcentajesde adhesióncon el tiempo de exposiciónal plasma.

Si comparamosla adhesiónde las bacteriasvariandosu tiempo de incubación

de 60 a 120 minutosvemosquecuandoel catéterha sido incubadocon plasmahay un

ligero aumento,en cambio cuandoes incubadocon PBS no se obsevaaumentode

adhesión

3~ (SI>) DE M>HESZON AL CATETER DL &uras (ATCC ~5923)VARIANDO EL
T*EMFO DL INCUBACION CON CON EL ?LASMA-flS V CON LAS...

BACTEkIASt.

BACTERIAS

362m1n 60 miÉ 120 mm

PBS PLASMA PBS PLASMA PBS 1_PLASMA

13.1 (0.8) 68.0 (0.4)3Omin 11.0(0.5) 31.0 (0.8) 11.6 (0.3) 65.3 (0.2)

60 miii 25.0 (0.2) 75.0 (0.6) 28.6 (0.3) 79.0 (0.4) 24.0 (0.6) 80.2 (0.6)

l2Omin 25.0(0.7) 78.0 (0.4) 24.0 (0.5) 81.0 (0.5) 23.2 (0.3) 86.4 (0.3)

Tabla 9: Efecto del tiempo de incubacióncon el plasmay con S.aureusATCC

25923 en su adhesióna] catéter.
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*i$l» DE Arn*ESION AL CATETM. DE aunas(KCL] CO> AL CÁUTER1
• VARIANDO a TIEMPO DE INCU2BACION CON CON EL PLASMA-flS Y CON

LAS BACTERIAS;.

Rpc’.¡ItnAq~

BACTERIAS

30 mlix 60 niln i2Ondn

¡__PBS PLASMA

20.1 (0.5) 70.8 (0.2)
PBS PLASMA PLASMAPBS

3Omin 15.2(0.9) 37.5 (0.7) [17.6 (0.5)

38.4 (0.7)

72.1 (0.8)

60 ruin 1136.4 (0.5) 81.0 (0.2) 84.3 (0.6) 38.2 (0.1) 89.5 (0.5)

120 mm 1130.2 (0.8) 82.3 (0.4) 32.2 (0.5) 86.4 (0.4) 32.0 (0.3) 91.2 (0.7)

Tabla 10: Efectodel tiempode incubacióncon el plasmay con S.aureus (aislado

clínico) en suadhesiónal catéter.

3. EFECTO DE CONCENTRACIONES SUIB-INIHIBITORIAS DE

ANTIMICROBIANOS EN LA ADIIESION DE S.aureusAL

CATETER DE TEFLON Y VIALON

Las tablas 11-18 representanla influencia de las
1/2CMIS de los distintos

antimicrobianos

en la adhesiónde S.aureus (ATCC 25923 y aisladoclínico) al catéterpreviamente

incubadocon PBS, fibronectinay plasma.

Las gráficas7-14recogenlos porcentajesde adhesiónde las 1/2, 1/4 y 1/8 CMIs

de los antimicrobianosfenteal catéterincubadocon fibronectinay PBS.

Los mayoresefectosse apreciancon la ~/2 CMI y van disminuyendoconforme

se reducela concentraciónde antimicrobiano,
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3.1. AMPICILINA

La concentraciónsubhinhibitoriade esteantimicrobianoprovocóun aumentode

adhesióncomparableen los dos tipos de catéteres,teflón y vialón. Aunquecuandoel

catéter fue incubado con PBS, en el caso del vialón (cepa ATCC 25923:

30.9%(control)-35.0%)el aumentofue menorque en el casodel teflón (cepaATCC

25923: 21.5%(control)-58.4%).

Respectoa las cepasestudiadas,ambaspresentaronun comportamientosimilar

con esteantimicrobiano.

3.2. CEFOTAXIMA

Al igual que la ampicilina, la cefotaximaaumentóla adhesiónen los dos tipos

de catéterespero de forma más marcada.Solo en los casosdonde el porcentajede

adhesióneraelevado(cepaATCC 25923 Ampicilina! Vialón ¡ Plasma:63. 1 %(control)-

97.0% Cefotaxima]vialón/plasma:63.1% (control)-96.1%) no se preciaun aumento

muy marcado.

El aumentode adhesiónpresentadopor el aislado clínico y la cepaATCC

25923 fue comparable.

3.3. AZITROMICINA

Presentóun aumentode la adhesióntanto en el catéterde teflón como en el de

vialón.

Considerandoel catéterincubadocon PBSgeneralmentese observóun aumento

menoren la adhesióncon respectoa los catéteresincubadoscon fibronectinao plasma.

El aisladoclínico presentóuna mayor adhesióncon respectoa la cepaATCC

25923 cuandoel catéterfue incubadocon plasma.

5’.



Pcc,,Itndnc

3.4. TEICOPLANINA

El comportamientode la teicoplaninacon los dostipos de catéteresfue distinto:

-Con vialón disminuyóla adhesión.

-Con teflón tambiéndisminuyóla adhesióncuandoel catéterseincubó con PBS,

mientrasquecon el catéterpreviamenteincubadocon fibronectinao plasmala adhesión

aumentó.

La cepaATCC 25923 presentóun descensoo aumento

el catéterde teflón o vialón respectivamente,másacusadoque

los catéteresfueron incubadoscon fibronectina o plasma

Fibronectina: 56.0%(control)-22.0% y aislado clínico

73.2%(control)-61.4%).

3.5. NORFLOXACINO

deadhesión,segúnfuera

el aisladoclínico cuando

(ATCC 25923 Vialón/

Vialón! Fibronectina:

Concentracionesbajasde esteantimicrobianoprovocaronuna disminuciónen la

adhesiónde las doscepasde S.aureus a los catéteresde teflón y vialón. Presentandoun

descensomayoren el aisladoclínico cuandoel catéterfue incubadocon PBS y porotro

lado con la cepa ATCC 25923 el antimicrobianoapenasinfluyó en la adhesión

(Teflón:21.5%(control)-20.1%).

El catéterde vialón incubadocon fibronectinapresentóuna bajadade adhesión

másmarcadaquecon plasmaen el aisladoclínico (fibronectina:72.5%(control)-51.2%;

plasma:68.5%(control)-61.0%).

3.6. TETRACICLINA

Suefectoimplica un descensode adhesióntanto en el catéterdevialón comode

teflón.

En generalesteantimicrobianoafectómásal catéterincubadocon fibronectinaquecon
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plasmaobservándoseel mayor descensode adhesióncon el aisladoclínico cuandoel

catéterde vialón seincubó con fibronectina:74.5%(control)-33.3%.

3.7. CLINDAMICINA

Al igual que la tetraciclinaesteantimicrobianotambiénprovocóunadisminución

de la adhesiónen amboscatéteres.

Con el catéter de teflón incubadocon plasmase observóuna bajadaen la

adhesiónmenor que en el casodel vialón en ambascepas aisladoclínico ( teflón:

75.0%(control)-68.0%;vialón: 68.5%(control)-41.7%)y ATCC 25923 ( teflón:

60.8%(control)-55.9%;vialón: 63.1 %(control)-17.2%).

3.8. KANAMICINA

La kanamicinaentretodoslos antimicrobianosutilizadosfueel únicoquea bajas

concentracionesno afectóde forma significativala adherenciadeS.aureus al catéterde

teflón o vialón en ningunade las dos cepasestudiadas.
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% <SU> DE ADHESIÓN AL CAIXTER DE& ayasCRECWQ EN PRESENCIA EVa
c......%MAMPICIW......

Prtuliadn.v

1 A>. LO. NT .V ...L. O.N

t

tas

~1

ATCC Control 309(0.7)

25923 1 Amupie. 35.0(0.5)

ni PL PUS. PL

65.0(0.2) 63.1(0.2) 21.5(0.4) 55.8(0.6) 60.8(0.6)

88.6(0.6) 97.0<0.3) 58.4<0.3) 79.4<0.2) 89.9<0.5)

Mutado ¡_Control 40.2(0.5)

Ulinfro Ámpfr. 49.1(0.3)

75.9(0.5) 68.5(0.5) 48.5(0.5) 72.3(0.5) 75.0(0.6)

97.3(0.4) 98.8(0.6) 75.2(0.4) 85.3(0.6) 89.3(0.4)

Tabla 11: Efecto de la ½CMI de ampicilina sobre la adhesiónde S.aureus

Y A L O N T E E .L O N

Pus ti. •••pss nr PL
ÁTCC Control 21.3(0.4) 57.0(0.6) 63.1(0.4) 21.5(0.3> 55.8(0.5) 60.8(0.2)

25923 Ccfotn. 73.1(0.5) 81.3(0.5) ~ 61.6(0.3) 82.6(0.1) 85.8(0.3)

Aislado Control 40.6(0.3) 74.3(0.2) 68.5(0.4) 48.5(0.7) 72.3(0.8) 75.0(0.4)

Cinte, Gefota. 74.3(0.2) 96.6(0.4) 97.5(0.6) 81.3(0.4) 91.3(0.6) 88.3(0.4)

% .<S1»9~. AJIHESIÓ MAL C&TKflR RE *a DWMS CRECIDO EN PRESENCIARE 31
chORECUQTAXIMM..

Tabla 12: Efectode la Y2CMI de cefotaxñna sobrela adhesiónde S.aureus
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% <SD>DE ADHESIÓN CATE rER DE$n’wu aW..100$~4..?81S1N04DR Vi
CW DE.AZ..........flCWM

poc,,Jtnan’.

Ff38 FN

ATCC Control 26 3(0.6> 53.1(0.6) 632(0.2) 21 5(0.6) 558(04) 60.8(07)

25923 C

Control

42.1(0.7) 68.2(0.1) 71.3(0.6) 27.0(0.4) 74.3(0.2) 78.9(0.3)

Aislado

¿limito

46 5(0.3) 73.5(0.6) 68.5(0.5) 48.5(0.9) 72.3(0.4) 75.0(0.2)

Mitro. 53.5(0.4) 85.5(0.2) 89.0(0.4) 53.1(0.3) 87.1(0.6) 93.2(0.5)

Tabla 13: Efecto de la ‘/2 CMI de azitromicina sobre la adhesión de Laureus

1 A L O N T E Y O N

ATCC 1_Control

25923 1 Azitro.

PUS FN PL. PUS FN PL

225(0.4) 56.0(0.3) 63.1(0.5) 21.5<0.3) 55.8(0.5) 60.8(0.2)

19 5(0.5) 22.0(0.4) 28.5(0.6) 15.4(0.4) 73.9(0.4) 84.3(0.7)
1~---

Aislado

Omite

Control 47.8(0.2) 73.2(0.5) 68.5(0.4) 48.5<0.2) 72.3(0.6) 75,0(0.6)

AsUre. ~.1(0.4) 61.4(0.4) 72.3(0.7) 31.1(0.7) 81.9(0.4) 80.2(0.4)

~‘ t~> DEABUESIÓN AL CÁTET%2 DE &anw <$EC%D0 EN PUSENCI& U
cmni nicena

Tabla 14: Efecto de la ‘/~ CMI de teicoplanina sobre la adhesiónde S.aureus
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..$ <SO) DE AOHESIÓN aawtz DESarnaCRÉC0OEN PRÉSENCEADE
CAli DERORFWXACINOt

1. ALO NT LE ION

ATCC 1_Control

25923 JTctnc.

F~ FN PL PUS FN PL

23.4<0.4) 48.0(0.4) 63.1(0.5) 21.5(0.1) 55.8(0.3) 60.8(0.2)

6 1(0.2) 13.0(0.7) 28.2(0.4) 11.5(0.3) 39.9(0.4) 49.2(0.2)

Aislado Control 39.3(0.7) 74.5(0.6) 68.5(0.2) 48.5<0.9) 72.3(0.3) 75.0(0.7)

Clínico Tetrac. 178(0.5) 33.3(0.4) 55.2(0.8) 23.0(0.4) 58.1(03) 65.2(0.3)

¡ALON T EF L 0W..

ATCC

25923

Control

PUS FN__1 PL

22.5(0.5) 47.0(0.3)163.1(0.2)

194 0.4 31. 0.1 123.9(0.2)

--~~

1135 FN 1__PL

21.5(0.4> 1 55.8(0.3) 60.8(0.4)

NorfioL 20.1 0.2 44.5 0.5 46.1 0.2

Aislado Control
1—

clínico NOtIIOL

43.0(0.2) 72.5(0.4) 68.5<0.4) 48.5(0.4) 72.3(0.4) 75.0(0.4)

32.0(0.5) 51.2(0.1) 61.0(0.7) 35.0(0.3) 61.0(0.4) 60.8(0.2)

Tabla 15: Efectode la ½CMI denorfioxacinosobrela adhesióndeS.aureus

¶4. (SU>.»E A»UnIÓN AL CATEWR DESaunaCRECIDOEN PRESENCIADI ¾.
ch»Dr flTMAQCWEA~

Tabla 16: Efectode la ½CMI de tetracicina sobre la adhesiónde S.aureus
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% <8!» 55ABSESIÓNAL CATETER 05tuve CRECIDO EN PRESENCIA DE
..3*CM1IZCLINbAM1CEU4

Pcv,,Itndne

¡A LON TE rt ON

~1

ATCC j_Control

25923 ¿lInda.

•PB% F PL PUS 114 PL

22.9(0.2) 48.7(0.3) 63.1(0.7) 21.5(0.6) 55.8(0.7) 60.8(0.6)

10.1(0.6) 19.6(0.5) 17.2(0.4) 19.4<0.2) 37.5(0.3) 55.9(0.4)
--

Aislado Control 48.2(05) 68.8(0.6) 68.5(0.3) 48.5(0.4) 72.3(0.5) 75.0(0.5)

CUele. 1 cUlada. 7.2(0.3) 25.4(0.2) 41.7(0.3) 20.0(0.8) 55.2(0.4) 68.0(0.8)

Tabla 17: Efecto de la ½ CMI de clindanúcina sobre la adhesión de S.aureus

¡ A LUN T EF t 0W..

-

—r —
ATCC Control

FN PL 738 FN PL

245(0.5) 47.0(0.2) 63.1(0.6) 21 .5(0.3) 55.8(07) 60.8(0.2)

25923 1 ¡(ana. 23 1(0.5) 47.3(0.2) 47.5 0.4 28. 0.2 54.6 0.3 59.9(0.6)
A

Aislado 1_Ceuta!

Qitito j «ana.

41.3(0.8) 70.8(0.6) 68.5(0.3) 48.5<0.4) 72.3(0.4) 75.0(0.6)

40 7(0.4) 73.2(0.4) 69.5(0.2) 45.0(0.3) 74.2(0.5) 77.0(0.4)

¶4<a»st A CS NALCA TKWR St &arns C#IZCWO EC< PUtSEflCIA DE 44
ciii»: KANAMKIN

Tabla 18: Efectode la ½CMI de kananacrnasobrela adhesión de S.aureus
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4. ADHERENCIA DE S.epidermidisA CATETERES DE TEFLON

Y VIALON

La tabla 19 presentala adherenciade S.epiderm¡disATCC 12228 y aislado

clínico a los catéteresde teflón y vialón.

Los resultadosnos muestranque las proteínas,tanto la fibronectinacomo otras

proteínasplasmáticas,no proporcionanuna diferencia de adhesióncon respectoal

catéterincubadocon PBS. Tampocose observódiferenciassignificativasde adherencia

entreambostipos demateriales.La cepaATCC 12228presentapracticamentela misma

adhesiónal catéterde teflón queal catéterde vialón (PBS: 23.8%y 22.1 %). El aislado

clínico presentóun ligero aumentode adhesióncon el catéterde vialón respectoal de

teflón. Con respectoa la cepaATCC 25923, el aisladoclínico presentóuna mayor

adhesióna ambostipos de catéteres.

DE AHUESION DE S.epidemWisA DOS TiFOS DE CATETERES

INC USADOSCQN~

PBS FN PLASMA PBS

ATCC
25923

22.1 (0.3) 20.8 (0.2) 21.9 (0.6) 23.8 (0.4) 22.9 (0.3) 23.5 (0.3)

AIslado

Clinico

40.1 (0.8) 40.0 (0.4) 39.2 (0.8) 35.1 (0.7) 34.9 (0.6) 36.0 (0.2)

Tabla 19: AdherenciadeSepidermidisa catéteresde vialón y de teflón.
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5.EFECTO DE CONCENTRACIONES SUB-INIIIBITORIAS DE

ANTTMTCROBIANOS SOBRE LA ADILESION DE

S.epidermidisAL CATETER DE TEFLON Y VIALON

Las tablas20-27 recogenlos porcentajesde adhesiónde S.epiderm¡dis(ATCC

12228 y aisladoclínico) crecidoen presenciade las ½CMIs de los antimicrobianos.

Al igual que Saureus,estemicroorganismopresentódiferenciasde adhesión

segúnel tipo deantimicrobianoempleado,aunquelos efectosno siemprecoincidencon

aquellosobservadoscon S.aureus:

-Losantimicrobianosqueaumentaronla adhesióncorrespondieronaaquellosque

actúan sobre la pared bacteriana como cefotaxima, ampicilina y teicoplanina.

Presentandola mayor adhesión con la cefotaxima (34.3%) y la menor con la

teicoplanina

-Dentro de los antimicrobianosque disminuyeronla adhesiónde 5.epidermidis

se encuentranlos siguientes:tetraciclina, clindamicina,norfioxacino y azitromicina(a

diferenciade S.aureusquecon esteantimicrobianopresentóun aumentoen la adhesión).

La mayor inhibición de la adhesiónse observócon la clindamicina, seguidade la

tetraciclina.

-La kanamicinano afectó la adhesión,obtniendoseresultadossimilaresa los

encontradoscon 5. aureus.
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..DE.ADHESION AL cATETER DE $.cpitimnnWisCflCIDO EN .

PRESENCIA DE ‘A CMI DE AMPICILINA:

VIAÉOÑ TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.2) 22.7 (0.5)

Ampiciflna 37.2 (0.5) 31.5 (0.4)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.4) 29.5 (0.2)

Anipicilina 45.4 (0.4) 49.3 (0.8)

Tabla 20: Efecto de la ½CMI de ampicilinaen la adhesiónde S.epidermidis

DE ADHESION AL CATETER DE S.epWennkk~CRECIDO EN

PRESENCIA DE i CMI.DE CEFOTAXIMA

VIALON TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.4) 22.7 (0.4)

Cefotaxima 45.5 (0.2) 57.0 (0.6)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.4) 29.5 (0.3)

Cefotaxinia 56.4 (0.6) 68.0 (0.5)

Tabla 21: Efecto de la ½CMI de cefotaximaen la adhesiónde S.epidermidis
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DE ADJIE$ZON AL CATET~ VE &q~tEennWU CRECIDO EN

PRESENCIA DE AZJTROMICINA:

VIALON. . TEFLON
ATCC Control 20.9 (0.2) 22.7 (0.7)

12228 Az¡tromieina 17.0 (0.4) 19.1 (0.6)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.6) 29.5 (0.4)

Azitromiclna 30.8 (0.2) 25.1 (0.3)

Tabla 22: Efecto de la ½CMI de azitromicinaen la adhesiónde S.epidermidis

DE ADHESION AL CATE¶rER DE S.epWennWisCRECIDO EN

PRESENC[ADE Va CMI DE TEICOPLANINA~

VIALON TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.3) 22.7 (0.3)

Teicoplanina 23.3 (0.5) 26.5 (0.5)

AISLADO

CLJNICO

Control 36.5 (0.6) 29.5 (0.5)

Teicoplanina 40.9 (0.2) 31.3 (0.4)

Tabla23: Efecto de la ½CMI de teicoplaninaen la adhesiónde S.epidermidis

61.



DE AL>UESLON AL CATETER DE $.ep*ZennWisCRECIDO EN
PREWNCIA DE ‘A CMI DE NQRFLOXÁCINO:

Pp ....It.~A,.g

VLUJÑ TEFLON
ATCC

12228

Control 20.9 (0.6) 22.7 (0.2)

Norfloxacino 18.0 (0.4) 16.3 (0.6)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.3) 29.5 (0.6)

Norfioxacino 19.8 (0.4) 13.2 (0.7)

Tabla 24: Efectode la ½CMI de norfioxacino en la adhesiónde S.epidermidis

DE ADHESION AL CATETER DE S.qWennW¿tCRECIDO EN

PRESENCIA DE Va CMI DE TETRACICLINA:

VIAILON TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.7) 22.7 (0.2)

Tetracidina 14.0 (0.2) 11.7 (0.4)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.3) 29.5 (0.6)

Tetraciclina 22.5 (0.4) 18.5 (0.5)

Tabla 25: Efecto de la ½CMI de tetraciclinaen la adhesióndeS.epidermidis

62



)..PEA....flSIQN.AL.C$TETER DE &qMenn*/k CRSCWO EN
PRESENCIA.DE.½CMI DE CLINDAMICINA:

VIALON TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.2) 22.7 (0.3)

Clindanticina 13.9 (0.3) 8.12 (0.5)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.5) 29.5 (0.6)

Clindamicina 5.9 (0.8) 5.7 (0.4)

Tabla 26: Efecto de la 1/z CMI de clindamicinaen la adhesiónde Sepidermidis

) DE ADHESION AL CATETER DE S.epWwmWfrCRECIDO EN

PRESENCIADE Va CMI DE «ANAMICINA:

VIALON TEFLON

ATCC

12228

Control 20.9 (0.3) 22.7 (0.3)

Kanamic¡na 22.0 (0.6) 21.6 (0.6)

AISLADO

CLINICO

Control 36.5 (0.8) 29.5 (0.4)

Kanamfrmna 35.7 (0.2) 27.2 (0.5)

Tabla 27: Efecto de la ½CMI de kanamicinaen la adhesiónde S.epidermidis
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CONCENTRACIONES MINIMAS INIIIBITORIAS

S.aureus . S.q,ide.nnidis

-t ATCC Úzz8 1 AIslado CUneo

Clinico II

Y Antimicróbianos [ATCC25923 ¡-AIslado

Ampicilina ~16 64 0.5

Cefotaxima 2 2 1 1

Telcoplanina 0.5 0.25 8

Clindamicina 0.12 0.25 0.25 0.12

Azitromicina 2 1 2 32

Kanamic¡na 1 2 2 2

Tetraciclina 0.25 0.25 64 1

Norfioxacino 1 1 1 0.25

Tabla 28: Concentracionesmínimasinhibitorias frentea las cuatro cepasde

5. aureusy de 5. epidermidis
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Resultados

Efecto de plasma y suero sobre la adherencia de’]

S.aureus a catéteres de vialón j

Porcentajes de adhesión

loo

80

60

40

20

o
PBS ST 5 PT P

incubación de catéter

F¡gura 1. Plasma(P), Suero(S), Plasma Tratado(PT>, Suero Tratado(ST)
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Resultados

Efecto de la f¡bronectina en la adherencia de
S.aureus a catéteres de v¡alc5n

Porcentajes de adhesión

100 200

[Fn] mcg

~AisIado clínico ±ATCC25923

Figura 2.

80

60

40

20

o
0.4 1.5 6.2 25
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Resultados

Efecto
a

del inóculo sobre la
catéteres incubados

adherencia
con plasma

de
o

S.aureus
PBS

Porcentajes de adhes¡6n

1E-4-09

UFC

~A. O. /plasma ±A.C./PBS tATCC/plasma ~ATCC/PBS

Figura 3.

100

o
1E+05 1E+06 1E+07 1E+08

67



Resultados

Efecto de la temperatura sobre la adherencia de
S.aureus a catéteres incubados con plasma o PBS j

Porcentajes de adhesión

4 26 37 42

Temperatura (OC>

~A.C./pIasma ±A.C. /PBS ~ATCC/pIasma ~ATCC/PBS

loo

o

Figura 4.
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Resultados

Efecto del tiempo sobre la adherencia de S.aureus

a catéteres incubados con plasma o PBS

Porcentajes de adhesión

60 120

Tiempo en mm.

—-AC/Plasma ±A.C./PBS *ATCC/Plasma ~ATCC/PBS

Figura 5. Tiempo de incubación con Plasma

loo

80

60

40

20

o
30
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Resultados

L
Efecto del tiempo sobre la adherencia de S.aureus

a catéteres incubados con Plasma o PBS

Porcentajes de adhesión

60

(

120

Tiempo en mm.

~A.C./PIasma —~-A.C./PBS ~~ATCC/PIasma ~ATCC/PBS

Figura 6.

100

80-

60

40

20

o
30

Tiempo de incubación con bacterias
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Resultados

Porcentajes de adhesión

100

80

60

40

20

o o 1/8 1/4 1/2

CMI

Ampicilina: efecto sobre la adherencia de S.aureus<A.CIín) a cat. de
vialán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

1/8

CMI

Figura 7.

•PBS E2FN

UPES ~FN120 ‘

100

80

60

40

20

oo 1/4 1/2
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Resultados

Cefotaxima: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC) a cat. de
vialón incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

100

80

60

40

20

o
o

(

L Cofotaxima:

efecto sobre la adherencia de S.aureus(A. Clin) a cat. dej
víalán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

120 4
100

80

60

40

20

o

Urss rZFN

.1

o 1/8 1/21/4

CMI

Figura 8.

1/8 1/4 1/2

CMI
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Resultados

Azitromicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC) a cat. cJe
viatón incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesuon

80 •PBSKIFN

70

60

50

40

30

20

o
0 1/8 1/4 1/2

CMI

Azitromicina: efecto sobre la adherencia de §,~a~¡ggj<A Clin) a cat. de
vialán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

100

80

60

40

20

o
0 1/8 1/4 1/2

CMI

Figura 9.

•PBS WFN
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Resultados

ITeicoplanina: efecto sobre la adherencia de S.aureus<ATCC) a cat. de

víalán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

60

50

40

30

20

10

O
0

Teicoplanina: efecto sobre la adherencia de 8..BUrMÉA.Olín) a cat. de
vialán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

80

60

40

20

o ~1
o 1/8

•PBS EFN

1/4 1/2

CMI

Figura 10.

1/8 1/4 1/2

CMI
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Resultados

la adherencia de S.aureus<ATCC) a cat.

LNo~oxac¡no efecto sobre incubados con PBS o de~

Porcentajes de adhesión

50 -

40

30

20

10

o
o

MF’BSET2PNj

1/8 1/4 1/2

CMI

(Norfioxacino: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.cIin) a cat. dej
vialón incubados con PBS o Fn 9

Porcentajes de adhesión

•PBS ~FN

1/4

CMI

Figura 11.

B0 -‘

80

40

20

o
o 1/8 1/2
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Resultados

¿Tetraciclina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC> a cat. de~

vialán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

50

40

30

20

10

o

Tetraciclina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clín) a cat. dej

vialón incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

80

60

40

20

o
•PBS EI~FN ¡___________________

1/8 1/4 1/2

-i

o
CMI

Figura 12.

o 1/8 1/4 1/2

CMI
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Resultados

Clindamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus<ATCC) a
de vialón incubados con PBS o Fn

cat. J
Porcentajes de adhesión

80

50

40

30

20

10

o

1 Clindamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus<A.CIin> a caL de

vialán incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

80

70

60

50

40

30

20

oo 1/8 1/4 1/2

CMI

Figura 13.

o 1/8 1/4 1/2

CMI
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Resultados

(Kanamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC> a cat. de
vialón incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

co •~B~ FZFN

50

40

30

20

lo

0
0 1/8 1/4 1/2

CMI

Kanamicina: efecto sobre la adherencia de &aureu¡<A.Clín) cat. de
víalón incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesión

80

60

40

20 -

•~as DFN
o

0 1/8 1/4 1/2

CMI

Figura 14.
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Resultados

¡

Efecto de 1/2 CMI de antimicrobianos sobre la
adherencia de S.aureus a catéteres de vialón

Porcentajes de adhesión

120’

100

80

60

40

20

77
o __________________

Plasma

Incubación de catéter

Figura 15. S.aureus Aislado Clínico

U Tetraciclina E Clindamicinaico E Teicoplanine

Norfioxacino E Kanam¡cina Efl~ Azitromicina

Cefotaxima Ampicilina E Control

Fn
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Resulta4..s

Efecto de 1/2 CMI de antimicrobianos sobre la
adherencia de S.aureus a catéteres de vialón
Porcentajes de adhes¡ón

120 U Tetracielána D Clindamicinaico E Teicoplanina

Norfloxacino Li Kanamicina BID Azitromicina

Cetotaxima ~AmpiciIina Lllcontroi

100

80

60

40

20

y,
y

0~
Fn Plasma

Incubación de catéter

Figura 16. S.aureus ATCC 25023
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1. VALORACION METODOLOGICA

1.1. TIPOS DE CATETERES

Paranuestroestudiohemosutilizado dos tipos de catéteresde distinto material:

Cánula de teflón (Terumo) de 25 x 0.8 milímetros y cánula de vialón de medidas

idénticas.Son múltiples los estudiosque han sido realizadoscon catéteresde distinta

composición, entre los materialesmás frecuentementeestudiados se encuentranel

teflón, material plásticoampliamentedistribuido en el medio hospitalario(125,126).

También, en trabajosmás recientesapareceel vialón (127) considerandoque es un

materialrecientementeintroducidoexclusivamenteparausomédicoporsuspropiedades

de flexibilidad.

Teniendoen cuentaquegeneralmentesonlos catéterescentraleslos que pueden

ocasionarcomplicacionesmás o menos graves (128-130), en este trabajo hemos

utilizado catéteresperiféricoscomo representativosdel tipo de material.

1.2. RECUENTO DE COLONIAS

La determinacionde la adherenciabactenanaal catéterha sido realizadapor

recuentode coloniasen placapetri; técnicaque ha sido seguidapor diversostrabajos

de investigación(131,132)ya que presentala ventajade ser una técnicaeconómica,

conservandoun margenaceptablede fiabilidad, auque podemosdestacarla menor

sensibilidadque suponecon respectoal uso de contadoresde centelleoque permitenel

recuentode bacteriasmarcadasradiactivamente(49,133).
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1.3. PLASMA Y FIBRONECTINA HUMANA PURIFICADA

Las infeccionesasociadasadispositivosintravascularessonunaimportantefuente

de complicacionesnosocomiales(134-137). El mecanismopor el cual la colonización

y subsecuentementela infección del catéterse desarrollano se conoceexactamente,

aunque si se sabe que las proteínasque se encuentranen el torrente sanguíneo

intervienenen esteproceso.

Al igual queen nuestrotrabajo,otrosestudioshanutilizado el plasma(138,49),

procedentede un “pooí” de sangrede voluntariossanos,paravalorarel efectode las

proteínasen su conjuntosobrela adhesióna] catéterde diversosmicroorganismos.

Comoproteínaespecificaquepuedeinterveniren estaadhesiónhemostrabajado

con la fibronectinahumanapurificadaproporcionadaporSigma, tambiénutilizadapor

otrosautores(44,49,138)previamenteobtenidaporafinidadcromatográficaen gelatina-

sefarosa.

1.4. ELIMINACION DE LA FIBRONECTINA POR

ANTICUERPOS

La eliminación de la fibronectina del plasmao del suero se puederealizar

mediantecromatografíaen gelatina-sefarosa,basandoseen la afinidadquepresentadicha

molécula por la gelatina,técnicaempleadaen diversosestudios(50,133,139).

En nuestro trabajo nos hemos basadoen una reacción inmunoquimica con

anticuerposespecíficosde origen animal elaboradosmediante inmunización para

eliminar la fibronectina.Consideramosquela ventajadeestemétodofrentea otros es

la alta especificadaqueproporcionala interacciónantígeno-anticuerpo.
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1.5. CRECIMIENTO BACTERIANO CON SUiB- CMIs DE

ANTIMICROBIANOS

El crecimientobacterianoen presenciade concentracionessubinhibitoriasde los

distintosantimicrobianossellevó a caboen agitacionesde 150 rpm, lo cual implicó un

incrementode la velocidadde crecimientocon respectoa las determinacionesde las

CMIs llevadasa cabosin agitaciones,con un periodode incubaciónde 18 a 24 horas

(“ovemight”), éstadiferenciano ocasionóun cambioen los valoresde las CMIs.

Porotro lado,considerandoquedistintosantimicrobianosaconcentracionesbajas

pueden provocar cambios morfológicos en las bacterias (103,107-109, 140)

(elongaciones,mala separacióndel septo...)y que estopuedeconllevara erroresen el

recuentobacteriano,secomparó,partiendode una misma turbidez, el recuentode las

bacteriastratadascon antimicrobianosy las bacteriascontrol (sin antimicrobianos)y se

comprobóque en amboscasosfuera idéntico.

La turbidez medida por espectrofotometríaguardó relación directa con el

crecimientobacterianoy con el númerode bacterias(141). En las figuras 16 y 17 se

puedeapreciarcomoel crecimientobacterianocon sub- CMIs sufrió un retrasocon

respectoal control y estehechoseapreciade forma másmarcadacon la ½CMI.

2. ADHERENCIA A CATETERES DE TEFLON Y VIALON

En 1963 Gristina y Royererealizaronuna seriede experimentos“in vitro” que

mostraronla propagacióny el aumentodel crecimientobacterianoa lo largo de las

superficiesde biomateriales(142). Gristina propusoque el biomaterialproporcionaba

un sustratoinerte favorableparael crecimientobacteriano(143).
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En 1978hipotetizó que susencuentrosin vitro del aumentodel crecimientode

patógenosen las superficiesdebiomateriales,tantocomola colonizacióndel biomaterial

“in situ” porbacteriasde origen hemáticoo quirúrgicopuedeserexplicadoen términos

de adherenciabacteriana(144).

Teniendoen cuentaquelas infeccionesrelacionadascon catéteresintravenosos,

intraarterialese intraperitonealeshan llegado a ser importantesinfeccionesadquiridas

en el hospitaly quesonlos estafilococos,predominantementecoagulasanegativos(145),

pero también S.aureus(146,147), los principalescausantesde estasinfecciones,es

importanteconsiderarque unos de los primerospasosparaque se establezcadicha

infección podríaser la adherenciade las bacteriasal material, genera]menteplástico,

quepresentanlos catéteres.

La adhenciade los estafilococoscoagulasanegativosa distintos dispositivos

médico-quirúrgicoshan sido ampliamenteestudiada,diseñándoseincluso métodospara

valorarla(79-83).

Paraqueseestablezcaunacolonizaciónmicrobianaesnecesariola instauración

de cuatropasosprevios:

Transportede las bacteriashastala superficieque se ha de colonizar,

adherenciainicia] o adhesión,fijación del microorganismoy finalmente colonización,

donde una vez adheridaslas bacterias comienzana dividirse llegando a formar

microcolonias.

En estoscuatroprocesosintervienennumerososelementosquepuedeninfluir en

el procesode colonizacióndel biomaterial.

Locci, Petersy Pulverer(148)proponentrasestudiarpormicroscopiaelectrónica
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la superficiede diferentescatéteresy detectarfrecuentesirregularidadesen la superficie

de las muestrasexaminadasque éstaspodrían actuar como lugares potencialmente

favorecedoresde la adhesiónbacterianaen un primer momento. Posteriormente,

trabajandocon inóculosde bacteriasaltoso con perfusionesdurantelargosperiodosde

tiempo de bacteriassobreel catétera estudiarseobservóque tambiénsepuedellegar

a colonizarlas paneslisasdel catéter(149).

Diversos estudios planteabanuna estrecharelación entre la hidrofobicidad

bacterianay la adherencia(48,150-152),ya que tanto los materialesplásticoscomo la

superficie bacterianapresentandiversogrado de hidrofobicidad. Peropareceser que

estudiosmásrecientesseplanteanla inexistenciade tal relación(153,154).

El slime es una sustanciapolimérica extracelularamorfa y poco compacta,

estructuralmentecompuestapor distintos elementoscomo pueden ser hidratos de

carbono,proteínas,glicerol, fosfatosy otros compuestosno identificados(155-158).

Estáproducidopordiversasbacterias,entreellas,S.aureusy S.epidermidisdondeseha

estudiadoampliamente(154,155-158).

Este compuestoha sido asociadocon una tendenciaa causarinfeccionesen

pacientescon dispositivosprotésicos(159-165),puestoquefacilita laadherencia,aunque

existendivergenciassobreesterespectoy en algunostrabajoscomo el llevado a cabo

por Falcieri se encontróque la tempranaproducciónde exopolímerosde las bacterias

no influyó en su adhesiónal biomateria] (166), también favorece la persistencia

bacteriana,protegea las bacteriasde las defensasdel huéspedy de la acción de los

antimicrobianos(155,167,168).

La presenciadel slime ha sido constatadapordiversostrabajos(159,169,170)

y observaronquelos estafilococoscoagulasanegativosadheridosacatéteres,sobretodo

en las irregularidadesde la superficiedel plástico, estabanrodeadosde un material
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difuso y amorfoque cubría toda la superficiedel plástico.

Por otro lado, no solo esimportanteteneren cuentaen el procesode adhesión

factoresque correspondana la bacteriay al biomaterialcomo sustratosobreel cual se

vanadherirlos microorganismos,esprecisoconsiderarel medioen el cualel dispositivo

intravascularseencuentrasuspendidouna vezcolocadoen el paciente,deestemodolas

proteínasdel huéspedpuedendesempeñarun importantepapelen la adhesión.

Una vez introducido en el torrentesanguíneoel catéter,éstese recubrecasi

inmediatamentede una capa acondicionadoraformada por distintas proteínas,

especialmenteporfibrina y fibronectina(44,171).Estasglicoproteinaspuedenintervenir

en el procesode adhesiónal dispositivo(44,47).

En nuestroestudiode adhesióna catéteresde vialón y teflón con las distintas

cepasensayadashemosobservadodiferenciasen cuantoa un tipo decatétero a otro se

refiere, presentandosiempreun mayor efecto del aisladoclínico respectoa la cepa

ATCC.

Cuandolos catéteresfueronincubadosen PBScomprobamosunamenoradhesión

en el catéterdeteflón queen el de vialón tanto paraS.epidermidiscomoparaS.aureus,

solo el aisladoclínico de S.aureuspresentómenor adhesióncon el catéterde vialón.

López-López y cols.(127) estudiaronla cinética de adhesiónde un aislamientode

5. aureusy de 5.epidermidisentre otras bacteriasa catéteresde diferentesmateriales

plásticos . En su estudioobservaronuna menoradherenciade 5.epidermidisal catéter

de teflón con respectoal de vialón, mientrasque con S.aureusla menoradhesiónfue

obtenida con el catéterde vialón. Al igual que López-López, en nuestro estudio

S.epidermidispresentómenoradhesiónal teflón.

Porotro lado, tambiénsushallazgoscoincidenconrespectoaS.aureusen el caso
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del aisladoclínico que presentamenor adhesiónal via]ón que al teflón tanto en su

estudiocomo en el nuestro, en cambio con la cepaATCC 25923 obtenemosuna

adherenciamayoral vialón que al teflón. Estadiferenciaque obtenemosentrelas dos

cepasprobabcmentesea explicadapor posiblesdiferenciasde hidrofobicidad en la

superficiecelularbacteriana,ya que las fuerzashidrófobasque se establecenentrela

superficiedel catétery de labacteriapuedenfavorecerla unión inespecíficaentreambas

(172,173).

Segúnnuestrosdatosy a lavistade los trabajosrevisadospodemosconstatarque

el tipo de material utilizado en la fabricacióndel dispositivointravascularesimportante

en la adherenciade las bacteriasy quejunto a las mejorasque suponela búsquedade

materialesmenosf]ebitogénicoso más flexibles (ventajaquepresentael vialón frente

al teflón) seríanecesarioevaluarla capacidadde adhesión de los microorganismosa

estosmateriales y evitar en lo posibleque se produzcatal circunstancia.

La adherenciade las bacteriasa catéteresincubadosen PBS supone una

simplificación de los acontecimientosque ocurren “in vivo”, puestoque los catéteres

una vezcolocadosen el pacienteson rápidamenterecubiertospordiferentesproteínas,

fluidos y células. Por estacircunstancialos catéterestambién fueron incubadoscon

plasmaparavalorarel efectode las proteínasplasmáticassobrela adhesióna los dos

tipos decatéteresy con fibronectinaparacomprobaren quemedidaafectaa la adhesión

de los microorganismos,puesse sabequeestaglicoproteina,junto a otras,esdepositada

en la superficie de los dispositivos vascularesy que ademásla molécula presenta

receptorespan5. aureus(43) y porotro lado tambiénseha comprobadoqueconstituye

un factor importanteen la adhesión(45,44).

Cuandosevaloró laadherenciade S.aureusal catéterincubadocon fibronectina

o plasmafue mayor que la obtenidacon PBS en ambos tipos de catéteres,por el

contrario con 5.epidermidisno se observóuna diferenciaen la adhesión.
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Los datoscorrespondientesa S.epidermidisnos sugierenque el conjuntode las

proteínasplasmáticasincluida la fibronectina no promuevenla adhesión de este

microorganismoal biomaterialestudiado.Estos resultadosestánen concordanciacon

los obtenidosporEugeneMuller y cols. (175) queestudiaronla adherenciade distintos

aisladosde estafilococoscoagulasanegativosa catéteresincubadoscon proteínasde la

sangre“in vitro” e “in vivo tras su inserciónenvoluntarioso pacienteshospitalizados.

Ellos detectaronque el depósito “in vitro” de componentesde la sangreen

biomaterialesplásticos no promovieronsignificativamentela adherencia,incluso en

algunosexperimentosse redujo la adhesióncuandolos catéteresestabanrecubiertosde

las proteínas.

La explicación por la cual en nuestros resultados no hemos encontrado

diferenciasde adhesiónentrelos catéteresincubadoscon PBS y los expuestosa plasma

y fibronectinapuedebasarsesobrela estrecharelaciónque existeentrela hidrofobicidad

y la adherenciade los estafilococoscuagulasanegativos(48, 138) . Es posiblequeal

recubrirse con proteínas la superficie del catéter queden cubiertos los grupos

hidrofóbicosdel material,peroestehechopuedeestarcompensadocon la presenciade

las proteínastambién hidrofóbicasdel plasmaque sirvan de puentede unión entrela

superficie del catétery la bacteriaen el pasoinicial de la adhesión.Un mecanismo

similar ocurriría con la fibronectina.

Con respectoa los datos obtenidoscon 5.aureus donde la fibronectina y

principalmenteel plasma favorecen la adhesiónal catéterha sido observadapor

numerososestudios(44,138,176).

El plasmaaumentólaadherenciaen mayor gradoque la fibronectinaen ambos

tipos de catéteres.Ya que ciertas proteínasplasmáticas,como el fibrinógeno, la

fibronectinay la laminina (44,45,138)entreotras, son depositadasen la superficie de
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derivadosprotésicosy tienenla capacidadde fijar bacteriascomo S.aureus,eslógico

pensarque el plasmaque contienegran númerode estasglicoproteinas(especialmente

fibrinógeno)ofrezcamásposibilidadesde adhesióna las bacteriasque cadaproteínapor

separado.

La fibronectinasegúnnuestrosdatosfavorececonsiderablementela adherencia

deS.aureusal catéter.Sobrea esterespectoexistentrabajoscontradictorios,el llevado

a cabo por Ambrose (138) en el que estudiadiversos factores implicados en la

adherenciade 5. aureus a varios materialesde catéteresencuentraque, tras incubar

fragmentosdecatéteresde 6.5 cm con 4 ml de unasoluciónde fibronectinade25pg/m]

durante15 minutose incubarcon bacterias,la fibronectinaapenasafectala adherencia

por otro lado Vaudaux(176) que realizó un estudiocon el fin dedefinir el papeldel

fibrinógeno/fibrinay de la fibronectinaen laadherenciade 5. aureusacatéteresvenosos

centrales,ademásde estudiarla cantidad,integridadquímica,y actividadbiológica de

estasproteínasadsorbidasen los dispositivosinsertados,muestraque la fibronectina

comomoléculaintactao bien fragmentosde ella apesardeestarpresenteen cantidades

más bajasque la fibrina/fibrinógenopromueveactivamentela adhesiónde S.aureus.

Vaudaux explica un bajo efecto adhesivo del fibrinógeno en cánulas insertadas

relacionándolocon una ruptura proteolíticade estaglicoproteinadetectadapor SDS-

PAGE e “immunoblots” con anticuerposantifibrinógenoy posteriormenteconfirmada

por estudiosin vitro con fragmentospurificadosde la proteína(176).

En generalpodemosconcluir considerandoqueen la patogénesisdela infección

en dispositivos intravascularespor estafilococoses importante e] estudio de las

característicasdel catéter,en cuantoa su composición serefiere, ya que puedeinfluir

tanto en la adherenciadirecta del microorganismo,como en la adsorción de las

proteínasdel plasma,las cuales,a su vez podrían favorecero no la adherenciade las

bacteriasde forma inespecificao específicapor unión de moléculaslocalizadasen la

superficiebacteriana.
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3. FACTORES QUE AFECTAN LA ADHERENCIA DE

S.aureusAL CATETER

3.1. INCUBACION CON PLASMA, PLASMA TRATADO,

SUERO Y SUERO TRATADO

Como ya se ha comentadolas proteínasplasmáticasdepositadasen el catéter

jueganun significantepapelen laadherenciaestafilocócica,principalmenteen S.aureus

(176). Distintas proteínas como fibronectina, fibrinógeno, colágeno. laminina o

vitronectinapromuevenla adherenciade forma individual cuando son adsorbidas“in

vitro” en superficiespoliméricas(44,45,176).

En este trabajo se ha pretendidovalorar el efecto de la fibronectinaen la

adherenciade 5. aureusal catéteraproximandonoslo másposiblea una situación “in

vivo” dondeel catéterestá en contactocon todas las proteínasplasmáticasen su

conjunto y esposibleque en estasituaciónlas proteínaspor interaccioneso situaciones

decompetitividadpuedaninfluir en la adherenciade distinta manera.

Paraello incubamoslos catéterescon plasmay con plasmasin fibronectina

mediantetratamientocon anticuerposespecíficosantifibronectina.Encontramosquela

adhesióndebidaa la fibronectinafue del 46.2% en la cepaATCC 25923 y del 44.0%

parael aisladoclínico.

Tambiénincubamoscatéterescon suerodondela concentraciónde fibronectina

ha disminuidoentreun 20% y un 50% con respectoa] plasma(177,178)y en ensayos

paralelosutilizamossuerolibre de fibronectina,por previaeliminacióncon anticuerpos,

obteniendoun 44.8% parala cepaATCC 25923 y un 46.2% para el aisladoclínico,

resultadosque son similaresal casoanterior, dondeempleamosplasma.
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Estos datos sugierenque la fibronectina suponeun factor importanteen la

adherenciade 5.aureus al catéter, influyendo en aproximadamenteun 45% en la

adhesiónde estemicroorganismoal catéter,ademásla bajadadefibronectinaenel suero

con respectoal plasmaentreun 20% y un 50% no suponeun descensode la adherencia

de 5. aureusal catétery por último la presenciade fibrinógeno sepuedeconsiderarque

no afectala adherenciade S.aureusdebidaa la fibronectina.

3.2. DISTINTAS CONCENTRACIONES DE FIBRONECTINA

Hemosestudiadocomoafectalas distintasconcentracionesde fibronectinaen la

adherenciadeS.aureuscon el fin de utilizar en nuestrosensayosaquellaconcentración

que nosproporcionarála mejor adherencia.

Los resultadosobtenidosnos muestranque la adherenciano varía entre200

~xg/mly 12.5 ng/ml, a partir de la cual, la adhesióncomienzaa disminuir conforme

bajamosla concentraciónde fibronectina,estosdatosnoshacenconsiderarla adsorción

de la fibronectinaun procesosaturabley dosis-dependienteque tras adsorberseuna

determinadacantidadsesaturala superficieexpuestay comoresultadono esposibleuna

mayoradhesiónde las bacterias.Vaudauxy cols. (52) encontraronunasituaciónsimilar

al estudiarla adsorciónde la fibronectinaen polimetilmetacrilato.

El aisladoclínicopresentómásadherenciaque lacepaATCC 25923 hastallegar

a valoresbajos de fibronectina,dondeapenasapareciódiferenciasentreambascepas.

Esto puedeexplicarsesi consideramosque la cantidadde fibronectinaadsorbidaes lo

suficientementebajacomo paraquela presenciade un númeromayorde receptoresen

el aisladoclínico, paraciertasproteínasplasmáticas,permitanunamayoradhesión(43).

Para los posterioresensayosrealizadoscon fibronectina purificada hemos

utilizado una concentraciónde 100 ~g / mí, ya quesegúnesteestudionos asegurauna
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óptima adherenciabacterianamediadapor la fibronectina. Otros trabajosutilizaron

concentracionesinferioresde 50 sg/ml (133) y de 25 ng/ml (52), visto la diferenciade

metodología.

3.3. INOCULO

En nuestro estudio hemoscomprobadoque la adhesiónaumentaligeramente

conformeaumentamosel inóculo de partida,principalmentecuandoel catéterha sido

previamenteincubadocon plasma.

El inóculo esun factor importantea la hora deestablecermodelosanimalesde

infección. Se define la ID~ como la dosisinfecciosanecesariaparainfectaral 90% de

los animales(179,180).Navamary cols. usó inóculosde 106 a íO~ UFC parainfectar

ratonesneonatalesintracerebralmentey establecerel 50% de la dosisletal de las cepas

utilizadas(181).

La presenciade cepasmáso menosvirulentastambiénimplican una variación

del inóculo paraproducir la infección, así, Lowy y cols. (182) emplearonun inóculo

de 3.5 x l0~ UFC porvía intraperitonealparaproducirperitonitisen ratones.Porotro

lado Ichiman y Yoshida (183) encontraron14 cepasde 380 aislados clínicos que

produjeronperitonitis con un inóculo de íO~.

La presenciade dispositivos intravascularespermite que se establezcauna

infección con un inóculo más bajo al que seda necesarioen ausenciadel material

protésico(134), estefenómenopudeserdebidoa lasposiblesinterferenciasquepresenta

el cuerpoextrañoen la eliminacióndel microorganismoporlas defensasde] hospedador.

Siempreesimportanteteneren cuentaque los inóculosutilizadosen trabajos

in vivo” que van a serinyectadosen el torrentecirculatorio nuncavan a coincidir con
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el númerode bacteriasrealesque circulan en sangre(184-186)y por tanto el número

de microorganismosencontradoen el lugar de la infección será mucho menordebido

al fenómenopasivo de hemodilucióny a otro activo de aclaramientopor el sistema

retículoendotelial.

3.4. TEMPERATURA

En el cuerpo humano la temperaturase mantieneconstanteen unos 37<’C

aproximadamente.Solo en situaciones patológicas como fiebre o en zonas de

inflamaciónseproduceun aumentode la temperatura,tambiénpuedensurgirsituaciones

de hipotermiadondela temperaturase encuentradisminuida(31,185,186).Por todas

estas circunstanciasla temperaturaes un factor importante en el estudio de la

adherencia.

Hemosobservadoquela temperaturaafectóla adherenciade 5.aureusal catéter.

La máximaadhesiónse presentóa los 370C y la mínimaa los 40C. Con temperaturas

de 420C y 260C la adhesiónfue similar cuandoel catéterfue incubadoen PBS, en

cambio,cuandoseincubó conplasma,la adhesióna420Cdisminuyómarcadamentecon

respectoa la observadacon 260C.

Segúnestos datos obtenidosse puedeestablecerque las interaccionesde las

proteínasplasmáticascon las bacteriasseven afectadasa temperaturasde 420C y 4”C

(estudiode condicionesexperimentales)disminuyendoselaadherencia.Labajaadhesión

que seobservaa40C, tantocuandoel catéteres incubadocon PBS, comocon plasma

se puede explicar por un descensode la actividad bacteriana a temperaturasde

refrigeración.
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3.5. TIEMPO

El depósitode las proteínasplasmáticassobrelas superficiesde los catéteres

ocurrepoco despuésde la insercióndel biomaterial(138). La influenciadel tiempoen

la adhesiónde microorganismosal catéterha sido estudiadapor diversos autores

(138,169,149).También ha sido confirmadala estrecharelación que existeentre la

colonización del catéter con una duración elevada del tiempo de cateterización

(149,169).

Según nuestrosdatos vemos que la adherenciade las bacterias aumenta

considerablementeen un periodo de 60 minutos, en cambio en la segundahora de

incubación apenashay aumento. También hemos podido comprobarque cuando

incubamoscon plasma,en un periodode unahora hay mayoradhesiónde las bacterias

con respectoa los 30 minutos de exposición.Esto nos lleva a suponerque con 60

minutosseha producidoun mayor depósitode proteínassobreel catéterfacilitandode

estemodo la existenciade un mayor númerode bacteriasadheridas.

Estudioshechoscon 5.epidermidisobservaroncinéticasdistintasde adherencia

al biomaterial, Georg Peters y cols (169) determinaque despuésde una hora la

superficiepoliméricaha sido saturada,en cambioPascua]y cols. (48) que estudióla

cinéticadedoscepas,unahidrofóbicay otrahidrofilica observóque la adhesiónseguía

aumentandodespuésde una hora, situación que tambiénencuentraAmbrosey cols.

(138) cuandoestudió la adherenciade S.aureusa catéteresde uretano.
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4. EFECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS EN LA

ADHESION AL CATETER

La adhesiónde los microorganismosa superficiesconstituye un importante

acontecimientoiniciador en la patogénesisde la infección bacteriana,antes de la

colonizacióny posteriorinvasiónde estassuperficies.Es sabidoque la selectividadcon

la cual las bacteriasse unena superficiescelulares,sugierela existenciade receptores

específicos,tanto en la bacteriacomo en la célula del hospedador,que median la

adhesión.

La capacidadde los microorganismosde adherirseno solo esdependientede la

posibilidad de sintetizarla adhesinasino tambiénde expresarlaen una configuración

accesibleen la superficie. También existen otros componentesen la superficie que

puedeninfluir en laspropiedadesadhesivasde labacteriaporafectara la hidrofobicidad

del microorganismoo por enmascararlas adhesinas.

La relaciónentreadherenciay antimicrobianosen los estafilococosgeneralmente

coagulasanegativostiene dos vertientes. Por un lado, algunos antimicrobianosa

concentracionessubinhibitoriaspuedenmodificar las propiedadesadherentesde estos

microorganismos, evitando así una posterior infección y por otro lado como

consecuenciade la adherenciabacterianase forman biocapas(biofilms) en las que

quedanincluidos estos gérmenessiendo muchomásdifícil su erradicación.

Las sub- CMIs de algunos antimicrobianosocasionanalteracionesen las

superficiesbacterianas,dandolugara cambiosen suspropiedadespatógenas.En estas

bacteriasse produceuna inhibición de la expresiónde adhesinaso la formación de

adhesinasaberranteso la perdida de su funcionalidad. Estas modificacionesde la

superficie de la bacteriacasi siemprepuedeevidenciarsepor microscopiaelectrónica
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(187,188).

Se ha sugeridoque el mecanismoresponsablede estoshechosresideen que se

originan alteraciones del metabolismo bacteriano. Tampoco debe descartarsela

posibilidaddequeel propio antimicrobianolleve acabouna desorganizacióndirectade

las estructurassuperficiales.Cua]quieraque seael mecanismo,el resultadofinal es la

modificación de la capacidadde adherenciade los microorganismos,tanto a células

comoa superficiesinertes.

También se ha intentandorelacionar la influencia de las sub- CMIs en la

adherenciay en la hidrofobicidadbacteriana.Es decir,comprobarsi cuandoseproducen

cambiosen la adherenciase modifica de forma para]elala hidrofobicidadbacteriana.

Los resultadosno han sido uniformes,algunosestudioshanconstatadoquecuandobaja

la adherenciatambiéndisminuyela hidrofobicidad y viceversa(189). Por el contrario

otros trabajos no han establecido relación alguna entre estos dos parámetros

(153,154,190).

Las concentracionessubinhibitoriasde antimicrobianosinducenvarios cambios

en las capacidadesbacterianastanto “ in vitro” como “in vivo”, incluyendo cambios

morfológicos y ultraestructuralese inhibición o estimulación de la producciónde

enzimas y toxinas (102,191,192).El estudio de estas concentracionessobre las

interaccionesde las bacteriascon sus receptoresen células del huéspedesimportante

por muchasrazones:

-Durantela terapiacon antimicrobianos,concentracionesbajasde éstos

alcanzanlas superficiesde célulasepitelialesy llegan a interferir con la capacidaddel

microorganismode colonizarlas células del tejido.

-El uso de antimicrobianosque alteran la produccióny/o la exposición
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de sustanciasbacterianasimportantesen la adherenciaayudan al estudio de estos

factoresy de su papel en la virulencia.

-Durante una profilaxis, la elección del antimicrobianoes importante

debido a las interaccionesque pueden tener lugar entre bacteriasy receptoresa

concentracionessubinhibitoriasdel antimicrobiano.

Los catéteresconstituyen una de las causasmás frecuentesde infecciones

nosocomiales.Segúnéstopareceposiblequelos antimicrobianospuedantenerun efecto

preventivoutilizando dosificacionesadecuadasquepermitanconseguiren el interior del

organismosub-CMIs modificadorasdela adherencia.Noobstantecomo siempreexiste

un cierto riesgode apariciónde microorganismosresistentes(193) en la practicamédica

habitual no se ha llevado a cabo.

Las investigacionessobreeste tema se han realizadotanto con estafilococos

coagulasanegativoscomo con otrasbacterias,pero los resultadosno siemprehan s~..o

uniformes. Probablementelas discrepanciasentrealgunaspublicacionesse deban a

diferenciasmetodológicasy a que existenvariacionesindividualesde las cepas.

La influenciade las sub-CMIs deantimicrobianosen la adherenciaa materiales

inertes,igualeso similaresa los que tienenlos dispositivosmédicoso quirúrgicos,se

han realizadocasi siemprecon estafilococos,principalmentecoagulasanegativos,

aunquela mayorpartede las vecessehanvaloradopocascepasen cadatrabajo.Se trata

de un tema interesantesobreel queno existenmuchosestudiosy dondees frecuente

encontraren la bibliografía resultadosdiferentes. Además los resultadosobtenidos

dependenmuchasvecesde la sub-CMI evaluada.

Trabajos recientes indican que las bacteriasuna vez colonizan el

biomaterialresistenel tratamientoantimicrobianoal quenormalmenteno sonresistentes.

En la actualidad se está pensandoutilizar la actividad antibacterianade varios
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antimicrobianosen la prevenciónde la colonizaciónde catéteres.En la actualidadse

estápensandoutilizar la actividadantibacterianade los antimicrobianos

en la prevenciónde la colonización de catéteres,incluso seha desarrolladotécnicas

dondese utiliza modelos “in vitro” de colonización del catéterpara posteriormente

valorar la actividadantibacteriana(194).

Al introducir un catéteren el espaciointravascular,rapidamentey de unamanera

tiempo dependientese forma una vaina o película de proteínasplasmáticasformada

especialmentepor fibrina y fibronectinaque a su vezsirven de baseparala adherencia

microbianay posteriorcolonizacióndel biomaterial.ComoseñaJamosen la introducción

se ha comprobadoque la fibronectinaes un factor importanteque intervieneen la

colonizaciónde catéteresy otros biomateriales.De hecho las infeccionesa partir de

catéteressuelen ser causadaspor cocos gram positivos, bacterias a las que la

fibronectina tiene mayor afinidad. La promoción de la adherenciaestafilocócicase

muestraespecialmentenotableen presenciade fibronectina,la cual interactúacon las

bacteriasa travésde puntosde enlaceespecíficos.

La adherenciaa catéteresintravascularesno infectadosretiradosde pacientes

aumentaen un gradoimportante(44), éstohacepensarque]a adhesiónmediadapor ]a

fibronectinarevisteimportanciaclínica. En cuantoal usoprofilácticodeantimicrobianos

frente a estas infecciones, en los últimos años asistimos a un gran número de

investigacionesen este campo mostrandoun interés cada vez mayor. Uno de los

primeros trabajos evalúa el uso profiláctico de antimicrobianossistémicos en la

prevención de sepsis relacionada con catéteres de triple lumen en pacientes

inmunodeprimidos(131). Este trabajo concluye que el tratamiento con oxacilina

diminuye la incidenciadedichainfección.

Se ha demostrado que la impregnación del catéter con rifampicina en

combinacióncon minociclina previenecompletamentela colonizacióndel biomaterial

por S.epidermnidisy 5.aureus.Estacombinaciónfue generalmentemáseficazqueotras
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combinacionescon rifampicina como por ejemplo vancomicina, clindamicina o

novobiocina(194).

Considerandoquelas concentracionesdel antimicrobianoen sangrecoincidenen

un momento dado con concentracionessubinhibitorias, ademásque son estas

concentracioneslas quesuelenalcanzartejidosde difícil accesoy la posibleutilización

en el futuro de antimicrobianos para prevenir estas infecciones hospitalarias o

nosocomiales,cada vez más frecuentes, hacen interesanteestudiar el efecto de

concentracionessubinhibitoriasde antimicrobianossobrela adherenciaal biomaterial.

Shibl y cols (195) manifiestanla eficaciade concentracionessubinhibitoriasde

clindamicina en inhibir la formación del “slime”, la producciónde hemolisinay la

adherenciaa catéteresde teflón. En nuestro trabajo nos hemos encontradoque en

algunoscasosel efecto del antimicrobianosobrela adherenciade las dos cepasde

S.epidennidisy S.aureusa los dos tipos de catéteres,teflón y vialón, estáen relación

con e] mecanismode acciónde los anti¡nicrobianos.

Por otro lado, e] efecto fue independientede la presenciao no de plasmay

fibronectina,de maneraque aquellosantimicrobianosque aumentaronla adhesiónal

catéterincubadocon PBS produjeronel mismo efecto sobre el catéter inubadocon

fibronectinao plasma,aunquecon distintosporcentajesde adhesión.Tambiénocurrió

lo mismo con aquellosantibacterianosque disminuyeronla adhesión.

Los trabajosrealizadossugierenqueel efectodel antimicrobianoseejercesobre

la exposiciónde las adhesinasbacterianas,sin descartarla posibilidad de que dichos

antimicrobianosactúensobrela hidrofobicidadbacteriana.Lo que nos lleva a suponer

que el efecto de las concentracionessubinhibitoriaspuedeextendersea estos dos

parámetros.
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Ampicilina y cefotaximasonantimicrobianosqueaconcentracionesbajasalteran

la morfología bacterianaactuandosobre la pared celular, estos cambiosocasionan

diferenciastopográficasde la superficie (107) que puedenfavorecerla expresiónde

receptoresde fibronectina entre otros. Los trabajos de Proctor muestran que

concentraciones subinhibitorias aumentan significativamente la adherencia de

fibronectinaplasmáticaa distintascepasdes.aureus(196).

Aunquelos trabajosde caracterizaciónde receptoresde fibronectinaen s.aureus

dan resultadosa vecesconflictivosquedaclarala existenciade unacorrelaciónentreel

númerodereceptoresexpresadosen la superficiebacterianay la fijación de fibronectina

(10), por lo quejunto al mecanismode acción de los f3-lactámicospensamosque la

ampicilinay cefotaximaprodujeronunareorganizacióna nivel de la paredqueaumentó

los porcentajesde adhesión.

Un estudiorealizadoporCharbonneauy cols (197) dondeevaluala teicoplanina

en infeccionespor estafilococoscoagulasa negativos sugiere que la teicoplaninay

vancomicinapresentanunaeficaciasimilar en el tratamientode estasinfeccionesy una

incidenciade efectosadversostambiénsimilar, aunqueun estudiomulticentrico (198)

observó que la teicoplanina combinada con la netilmicina ocasionó una menor

nefrotoxicidadquela asociaciónde la vancomicinay la netilmicina. Estosestudiosnos

muestranla gran importancia clínica y bacteriológicafrente a estafilocos de este

antimicrobiano.

Romanoy cols (199) comprobóquesegmentosde 1cm de un catéterintravenoso

centralrecubiertosde teicoplaninapreveníanla formaciónde abcesosde 5. aureus.En

nuestroestudio,esteantimicrobianopresentóun comportamientovariableincluso dentro

de la misma especiebacterianaestudiada.Cuando5. aureusATCC setrató con sub-

CMIs de teicoplaninaseobservóun descensode adhesión,con el aisldoclínico sevió

un aumentocuandoel catéterfue tratadopreviamentecon plasmao con fibronectina,
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en el casode 5. epidennidisse pudo apreciarun aumentotanto con el aisladoclínico

como con la cepade colección.A la vistade estosresultadossenecesitariaun estudio

más amplio, con más cepas de colección y más aisladosclínicos. También seña

interesantever esteefectocon otro glicopéptidocomo la vancomicina.

Concentracionessubinhibitoriasde azitromicinaprovocóen5. aureusun aumento

deadhesión,a diferenciaqueen S.epidermidisque la disminuyó, parapodervalorarsi

esteefectoesespecíficodeesteantimicrobianoo porel contrarioespropio del grupo

seríainteresanteel estudiode esteefectoen eritromicinau otro macrólido,considerando

que la azitromicinaes el primer representantedel grupode los azálidos.

En cambio tetracilina, clindamicina y norfioxacino son antimicrobianosque

actúan interfieriendo la replicación bacterianaal bloquear la DNA-girasa o bien

inhibiendo la síntesisde proteínasentre las que se puedenencontrarreceptoresde

fibronectina. Doran y Rissin (141) muestranque concentracionessubinhibitoriasde

clindamicina y otros antibacterianosque afectan la síntesis proteica inhiben las

interacciónesde la fibronectinalibre con s.aureus.A estasconcentracioneslos efectos

de los antimicrobianosse manifiestancon la desapariciónde proteínasde superficie

debidoa la falta de produccióno exposición.Pascua]y cols (200) presentandatos que

demuestranque clindamicinaproduceun descensode la adhesiónde 5. epidermidis a

catéteresde teflón del 30%-80%segúnla sub-CMI

Concentracionessubinhibitoriasde antibacterianosson eficacesno solamenteen

infeccionespor catéteressino también impidiendo la adhesiónde bacteriasa huesos

comprometidosy prótesis.Según Gemmelle(108) la interferenciacon la adherenciaal

material protésicoestácondicionadapor alteracionesen la expresiónde adhesinas.En

otro modelo experimentaldondeel efecto de antimicrobianosen la prevenciónde la

colonizaciónmicrobianade catéteresse realizó a concentracionessuperioresa la CMI

de rifampicina, clindamicinay minociclina se observóuna bajada en la capacidad

101



rl; <rindA.,

adhesivade S.aureus(194).

En cambio kanamicina induce efectos pleotrópicos en la célula bacteriana

incluyendoinhibición de la formacióndela membranaplasmática,de la replicacióndel

DNA o de la función ribosómicaporunión a unoo máslugaresdel ribosomabacteriano

provocandoun bloqueo de la síntesis proteica o bien una producciónde proteinas

extrañas por errores en la traducción del m-RNA. En nuestro estudio este

antimicrobianono afectó a la adhesiónde ninguna de las cepasde S.epidermidis y

S.aureusensayadas.La explicación podríabasarseen una inhibición selectivade un

mecanismode acción independientede la actuación ribosómica.Un trabajomostróque

los aminoglucósidosaconcentracionessubinhibitoriasaumentanligeramentela adhesión

des.aureusa fibronectinafija (201), aunquecon menosgradoque la bencilpenicilina,

ademáses posibleque las fuerzasfisico-quimicascomo las interaccioneshidrofóbicas

y la interacción electroestáticapuedan desempeñaralgún papel en los efectos

observados.

Podemosconsiderarque la sepsisrelacionadacon catéteresha sido una fuente

importantede morbilidaden pacientescon catéteresintravascularescentrales,oscilando

los rangosde infecciónen catéteresmultilúmenesentreun 3.1% y un 19% (68,69).Son

muchoslos factoresimplicadosen estasinfecciones,entreellos la contaminacióndel

lugar de inserción,la migraciónde microorganismosde la piel a lo largodel catéter,

contaminacióndel extremodel catéter,contaminaciónde los líquidosdeinfección,entre

otros. Muchosmétodosparadeterminarla infecciónhansido analizados,sehan descrito

métodosestandaresde insercióny cuidadode los catéteres.

El uso de antimicrobianostópicos en el sitio de inserción del catéterha

demostradounacapacidadde protecciónmarginalfrentea infeccionesrelacionadascon

catéteres.Sobre los años90 se pensóen el uso de antimicrobianossistémicospara

prevenirestetipo de infecciones.Uno de los trabajoshechospor Bock y cols en 1990
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evalúael uso deantibacterianoscomo medidaprofilactica (131). Michel y cols (202)

examinólos efectosdedistintasvariablessobrela contaminaciónde catéteresy la sepsis

y no encontródiferenciasentrepacientesque recibieronantimicrobianossistémicosy

los que no. Dameny cols (203) observaronuna disminución en la incidenciade la

contaminaciónde catéteresen pacientesquerecibieronprofilaxis con cefalotinadurante

su hospitalizaciónpor operacióna corazónabierto.

Son muypocoslos trabajosque estudianel efectode sub-CMIssobrela adhesión

de S.epidermidis y s.aureus a catéteres o biomateriales. En los trabajos de

Guggenbichlery cols (132) se observóque los fl-lactámicosproducíanun descensodel

númerodemicroorganismosadheridosa] catéter,lo que suponeuna contradiccióncon

nuestrosresultados,habríaqueteneren cuentaque los métodosutilizadosson distintos,

mientrasellos tratanel catéterya infectadocon concentracionessuperioresala CMI en

nuestrotrabajosecrecenlas bacteriascon sub-CMIsantesde entraren contactocon el

catéter.Nuestrosresultadossugierenquelos estafilococosen presenciade sub-CMI de

antimicrobianostienenla capacidadde adherirsealterada,de maneraque seencuentra

aumentadacon sub-CMI de ¡3-lactámicos, disminuida con tetraclina, norfloxacino,

clindamicinay no se ve afectadacon kanamicina.
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1- La adherencia de S.aureusa catéteresde vialón y teflón dependedirectamente del

tipo de materialy de la incubacióno no con plasmao fibronectinapurificada.

2- Laadherenciade S.epidermidisno seve afectadapor la incubacióndel cátetercon

plasma o fibronectinapurificada.

3- La eliminaciónde la fibronectinadel plasmao del suerodisminuyela adherencia

de S.aureusal catéter.Estedescensopresentauna mediade 45,3%.

4- La incubación previa del catéter con fibronectina purificada favorece

significativamentela adherenciade S.aureus.

5- La fibronectinapromuevela adherenciaestafilocócicaa los catéterescon una

relacióndosisdependientey saturablea partir de 12.5 gg/ml.

6- El inóculobacterianoinfluye ligeramentesobreadherenciaestafilocócicaal catéter,

aumentándoseésta conforme aumentael inóculo. La temperaturatambién afecta los

porcentajesde adhesión apreciandoseel máximo a los 370C.

7-El tiempo de exposicióndel catétera proteinasplasmáticasy a bacteriasinfluye

positivamentesobrela adherenciade S.aureus.

8- Concentracionessubinhibitoriasde antimicrobianosintervienensobrela adherencia

deS.aureusy S.epidermidisalos catéteresde via]ón y teflón. Algunoscomolos ~3-lactámicos

aumentandichaadherencia,otroscomoclindamicinay norfioxacinola disminuyen,mientras

que kanamicinano la modifica.
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