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1. FIBRONECTINA

1.1. CONOCIMIENTO HISTORICO

La fibronectina es una glicoproteina descubierta en 1948 por Morrison (1)
cuando estudiabas las propiedades de las protefnas plasmdticas, al observar que
sometiendo el plasma al frio (método de Cohn) precipitaba junto al fibrindgeno otra
albimina, que se la designdé como globulina insoluble al frio.

Posteriormente, en 1967 se la identificd como factor antigelatina del plasma. Al
principio se le dio poca importancia hasta que se observé que se parecia mucho
inmunoldgica y estructuralmente a una proteina que en 1973 se localizd en la superficie
de una gran cantidad de células (2,3). Por lo que a ambas proteinas se las nombré con
el término de "fibronectina" que describe la propiedad de adhesion a proteinas fibrilares
("fibra": fibra, "nectere": fijar en latin) (4).

En 1976 se descubrié que esta glicoproteina estaba compuesta por dos
subunidades de 220.000 Dalton cada una y cuya composicion era idéntica en cuanto a
aminodcidos y carbohidratos implicando un mismo comportamiento inmunolégico sea
cual sea su origen, incluso entre distintas especies de vertebrados (5). A partir de este

momento se profundizé en el estudio de su estructura y de sus funciones bioldgicas.

1.2. ESTRUCTURA

La fibronectina es una glicoproteina con un peso molecuiar de 440.000 Dalton,
contiene aproximadamente 2.300 aminodcidos y un 5% de carbohidratos (el porcentaje
de carbohidratos varia considerablemente segiin sea fibronectina plasmadtica o procedente
del liquido amnidtico). Ademds, estd compuesta por dos subunidades casi idénticas,
unidas entre sf por dos puentes disulfuros que confieren gran estabilidad a la molécula.

Cada subunidad posee un grupo N-amino terminal (6,7).
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La secuencia de aminodcidos es la siguiente:

Serina, Treonina, Acido glutimico, Prolina, Glicina, Alanina, Alfa-cistina, Valina,

Metionina, Isoleucina, Leucina, Tirosina, Fenil alanina, Lisina, Histidina y Triptéfano.
La secuencia de carbohidratos es la siguiente:

Acido sidlico, Exosa y Exosamina.

Estudios de aminodcidos del m-RNA y de secuencias del DNA gendmico
muestran que la protefna estd formada por tres tipos de secuencias homdlogas de
repeticidn de 45 (tipo I), 60 (tipo II), 90 (tipo III) aminoécidos, lo que supone mds de
90% de la secuencia aminoacidica de la fibronectina y se organizan en filas lineales
formando las dos subunidades (4,6).

En las secuencias tipo [ y II se establecen puentes disulfuro, por el contrario en
las secuencias tipo III no, aunque si aparecen grupos sulfidrilo libres en algunas de
ellas, cuya funcion no se conoce todavfa, parece ser que influyen en la formacién de
multimeros de elevado peso molecular de fibronectina al oxidarse estos grupos.

Estudios que analizaron la incorporacién de fibronectina marcada con I'* en la
matriz extracelular de fibroblastos sugieren que el mecanismo de formacién de
multimeros de fibronectina mediada por uniones disulfuro implica un intercambio
disulfuro en el tercio del amino terminal de la molécula (4-8).

Cada brazo de la fibronectina puede dividirse en varios dominios funcionales que
fijan diferentes macromoléculas y células:

-D1: Fibrina, heparina y S.aureus.

-D2: Coldgeno, gelatina, fragmento Clq y S.pvogenes.

-D3: Funcién desconocida.

-D4: ADN.

-D3: Funcién desconocida.

-D6: Pldstico, T.pallidum, vinculina, o-actina, tropomiosina, miosina y adhesién
celular (en varios tipos de células la secuencia Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) de esta region
es la que interacciona con glicoproteinas de la superficie celular como la IIb/lila en
las plaquetas).

-D7: Heparina.

-D8: Fibrina.
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-D9: Corresponde al carboxile terminal y es posible que constituya otro siti6 de
fijacion para S.aureus.

La fibronectina también se fija a distintas bacterias como estreptococos (9) y

estafilococos (10), a Candida albicans (11) y a distintos pardsitos como Trypanosoma
cruzi (12) y Leishmania (13).
Se ha identificado dos regiones en la molécula que pueden variar por ajuste diferencial
del m-RNA dando lugar a subunidades de fibronectina con diferentes secuencias de
animodcidos. Se ha identificado un subtipo en células tumorales humanas y fibroblastos
que contiene una secuencia adicional tipo III llamada extra domino (ED). Su presencia
puede ser exclusiva de la fibronectina celular (14-16), lo que sugiere que esta regién
juega un papel en la organizacion de tejidos quizd por afectar a la fibrillogénesis o
proporcionar sitios de unién para la migracién celular y otras moléculas de la ‘matriz
extracelular.

La fibronectina se encuentra presente en el organismo en dos formas (6):

La forma soluble que se distribuye de manera dimérica en sangre y otros fluidos
organicos, se dispone globularmente al plegarse cada brazo hacia el carboxilo terminal.

I.a forma insoluble se dispone oligoméricamente en la superficie de algunas
células y tejidos mostrando una forma abierta. También se localiza en la matriz

extracelular en forma fibrilar.
1.3. ORIGEN Y DISTRIBUCION

La forma soluble de la fibronectina se encuentra distribuida en el plasma, liquido
cefalorraquideo, liquido amniético, fluido sinovial, seminal y exudados inflamatorios.
En situaciones patoldgicas estd presente en liquido ascitico y exudado pleurales.

Muchos tipos de células sintetizan y secretan fibronectina como fibroblastos,
células de la astroglia, endoteliales, musculares, epiteliales, células del melanoma y
plaquetas. Pero la mayoria de la fibronectina circulante es sintetizada por los
hepatocitos.

La vida media de la fibronectina plasmadtica es de 24 a 72 horas y cuando se

retira de la circulacion no se conoce bien cual es su destino, aunque si se sabe que una

3
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parte es incorporada en la matriz extracelular.

La concentracién plasmdtica guarda relacién con la edad y el sexo. Su rango normal
oscila de 250 a 600 ug/ml, siendo los valores en las mujeres inferiores a la de los
hombres, salvo en la edad postmenopausica. La concentracién maxima en los varones
se alcanza entre la cuarta y quinta década de vida (17).

La concentracion de esta glicoproteina en el plasma es ligeramente superior a la
del suero, ya que una parte se incorpora en la matriz de fibrina por enlace covalente
gracias al factor XIII (4) o factor estabilizador de la fibrina. Esta incorporacidn es
mayor cuanto mds baja es la temperatura a la que se trabaja.

L.os niveles de fibronectina se ven alterados en distintas patologias :

-En Disfunciones hepdticas graves, coagulopatias intravasculares diseminadas
(CID), sepsis, traumatismos graves, grandes quemados, intervenciones quirirgicas, el
valor de la fibronectina plasmdtica desciende como resultado de una disminucién en la
produccién y/o un aumento en el consumo (17,18).

-Por otro lado en osteoartrosis y conectivopatias como artritis reumatoide el nivel
de fibronectina se encuentra aumentado en el liquido sinovial (19).

La fibronectina en forma insoluble se encuentra ampliamente distribuida en los
tejidos, se localiza en zonas de regeneracién tisular, de forma interendotelial, en
membranas basales, paredes vasculares, tejido conjuntivo y fijada intracelularmente a
la actina.

Por inmunofluorescencia se ha podido comprobar que existen estrechas
interacciones entre la fibronectina extracelular y la arquitectura celular, implicando una
desorganizacion a nivel de microfilamentos la separacion proteolitica de la fibronectina
pericelular, con lo que se alteraria la estructura y la capacidad de relacién de la célula.

Agentes oncoldgicos, virales, fisicos, quimicos, etc, ocasionan una pérdida de
la fibronectina de la superficie celular, alterando su morfologia y adhesividad. De
manera que si a células malignas se le anade fibronectina se observa una regresion de
la alteracion (3).

Tanto la fibronectina soluble como la insoluble poseen los mismos determinantes
antigénicos y se comportan inmunoldégicamente de la misma forma sea cual sea su

origen, incluso entre distintas especies de vertebrados.

4
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I.a forma libre se puede incorporar a la fibronectina de la matriz extracelular de
los tejidos pasando a forma insoluble y parece ser que en este mecanismo estdn
implicados receptores de la superficie celular (2).

Deficiencias o anomalias en la sintesis de fibronectina es muy raro, si se han
descrito deficiencias parciales (3), quizd porque defectos genéticos importantes son

letales, debido al papel que desempeiia en la morfogénesis y la fisiologia.

1.4. FUNCIONES BIOLOGICAS

La fibronectina se caracteriza principalmente por su funcién adhesiva que le
permite desempeifiar importantes papeles en diversas y complejas funciones bioldgicas:

-Ayuda en cicatrizacion de heridas, ya que al depositarse en el coldgeno dafiado
favorece la union de plaquetas, la migracién de fagocitos y fibroblatos y la proliferacién
celular (6,20).

-Interviene en la estabilizacién del codgulo, puesto que se sabe que se une
covalentemente a codgulos de fibrina gracias al factor XIIla (4).

-Aumenta la neovascularizacion al estimular la migracién de la célula endotelial,

-Favorece la normal queratinizacion al servir como guia en el movimiento de las
células epidérmicas a través del tejido de granulacidn y ayudando a la reorganizacién
de la membrana basal.

-Es importante en la embriogénesis y en la regeneraciéon de los nervios por
intervenir en la adhesién, migracién y diferenciacidn celular (20-22).

-Se puede destacar su papel en la respuesta inmunitaria al aumentar la unidén de
linfoquinas a macréfagos, su expresion de receptores Fc y ayuda a mantener su
capacidad oxidativa. También aumenta la adhesién y quimiotaxis de fagocitos.

-La fibronectina también se encuentra en dreas de fibrosis e inflamacién. Algunas
veces aparece incluida en compiejos inmunes encontrados en pacientes con enfermedades
reumdticas (6-7) bacterianas, aunque su papel en este proceso se desconoce.

-Desempefia una importante funcidn en la fagocitosis por su capacidad de fijar
sustancias, como fragmentos de membrana, inmunocomplejos, agregados de fibrina,

bacterias, etc, de este modo se la ha considerado como un opsonina inespecifica del

5
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plasma al actuar como puente de union entre la particula y el macréfago (20-23).

2. STAPHYLOCOCCUS

Los estafilococos son cocos grampositivos de 0.5-1 um de didmetro, inmdviles,
fermentan los azicares, no esporulan, generalmente son no capsulados y productores de
catalasa. Se suelen agrupar en forma de racimos y se consideran bacterias poco
exigentes, que crecen en medios comunes y ofrecen cierta resistencia a los agentes
externos (24).

Se encuentran generalmente en el medio ambiente que rodea al hombre,
formando parte de la flora normal de la piel y las mucosas.

El prototipo de los de los estafilococos patdgenos es S.aureus que es el agente
causal de la mayorfa de las infecciones y el prototipo de estafilococos oportunistas es
S.epidermidis, comensal de la piel que en ocasiones interviene en procesos patdgenos
(25). Asi, recientes datos sugieren que las infecciones nosocomiales del torrente
sanguineo tienden a aumentar por patdgenos grampositivos como los estafilococos

coagulasa negativos que son los mds frecuentemente aislados y S.aureus (26,27).

2.1. Staphylococcus aureus

La estructura antigénica de es microorganismo es bastante compleja, se han
determinado cerca de 30 antigenos diferentes en su pared celular, de los cuales los mds
importantes son (24,28-30):

-Polisacdrido A: especifico de especie y constituido por dcidos teicoicos,
polimeros de fosfato de ribitol unidos al péptidoglicano por enlaces covalentes.

-Proteina A; especifica también de especie, estd en la pared pero se puede liberar
al medio. Tiene ia capacidad de unirse a la extremidad Fc de las Ig G normales y a la
F(ab), de las Ig G
especificas, también se caracteriza por activar al complemento.

-Proteinas responsable de la tipoespecificidad.
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31).

Por otro lado su accién patdgena es debida al efecto de:
-Antigenos de superficie por sus propiedades antifagocitarias.

-Toxinas: Asociadas a estados de lisogenia o a la presencia de pldsmidos (24,28-

* Hemolisinas: son exotoxinas termoldbiles citoliticas o citotdxicas de las
que se conocen cuatro tipos: alfa, beta, gamma y delta.

* Leucocidinas: ademds de las leucocidinas asociadas a hemolisinas
existen otras no hemoliticas compuestas por dos subunidades F y S que
provocan alteraciones en la permeabilidad de los fagocitos ocasionando
su muerte.

* Exfoliatinas: es una exotoxina proteica dermotropa.

* Enterotoxinas: son exotoxinas proteicas y resistentes al calor y a los
fermentos gdstricos. Se fijan en receptores nerviosos del tubo digestivo
produciendo nauseas, vomitos y diarreas por accién de [a toxina sobre el

centro del vdémito.

-Enzimas:

* Coagulasas: Parece que estdn relacionadas con la virulencia puesto que
la mayoria de las cepas de S.aureus la producen (98 %), aunque recientes
trabajos ponen en duda esta capacidad.

-coagulasa libre es una proenzima que en presencia de protrombina

y/0o un cofactor del plasma sanguineo (coagulase reacting factor o CRF) forma un

complejo con actividad proteolitica que transforma el fibrinégeno en fibrina y produce

la coagulacién del plasma, a su vez se liberan distintos fibrinopéptidos que tienen accidn

sobre la fibra muscular lisa. Interviene en el proceso inflamatorio y en la formacion del

codgulo intravenoso.

-coagulasa combinada llamada también "clumping factor" (32):

se encuentra ligada a la pared celular y se supone que es la causa de la formacién de

una cubierta protectora de fibrina responsabie de la agrupacion de los estafilococos y

de su accidn inhibidora de la fagocitosis.

*Fibrinolisinas: activan el plasmindgeno por lo que son las responsable

7
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de la formacion de microémbolos causantes de metdstasis supurativﬁs y
también contribuyen a la capacidad de invasion del estafilococo en focos
inflamatorios.
*Penicilasas: son B-lactamasas . Su produccién es debida a plasmidos que
se trasmiten por transduccién,
*Existen otras enzimas que ayudan al establecimiento de la infeccion,
invasion y produccion de lesiones como son: hialuronidasas,
desoxirribonucleasas, fosfatasas y lipasas.
Se debe tener en cuenta que no todas las cepas de s.aureus poseen los mismos
determinantes antigénicos, ni producen las mismas toxinas, ni enzimas en calidad y

cantidad. Por lo que la accion patdgena difiere segiin la cepa que se considere.

2.1.1. Interacciones fibronectina-S.aureus

Debido a las propiedades adhesivas de la fibronectina a pldsticos y membranas
basales (6,20,21) y la existencia de dominios especificos de adherencia a S.aureus en
la molécula es importante tener en cuenta este tipo de interacciones ya que pueden
constituir un paso previo, en una posible colonizacién y posterior infeccién por este

microorganismo.
2.1.1.1. Receptor de s.aureus en la fibronectina

Con el uso de proteasas se han aislado diferentes fracciones de la molécula de
fibronectina. Asi, una ligera tripsinizacion da lugar a un fragmento amino terminal de
27 Kdal y a un fragmento carboxilo terminal de 180 Kdal.

Estudios competitivos de adhesidn mostraron que el fragmento de 27 Kdal era
tan efectivo como la molécula de fibronectina intacta en bloquear la union de
fibronectina marcada a estafilococos (33).

Otros autores informaron de la existencia de un segundo sitio de adhesion que

se sitia en el fragmento de 180 Kdal. Estos estudios se realizaron con bacterias muertas
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por calor o con formaldehido, en cambio, con microorganismos vivos se encontré que
el fragmento de 180 Kdal solo adheria estafilococos en el caso de la fibronectina fija
(34,35).

La estructura dimérica de la fibronectina nos indica que cada brazo de la
molécula lleva un dominio de adhesidon para S.aureus, ademds puede unir a dos
estafilococos al mismo tiempo produciendo aglutinacidn (35-37). De hecho algunas
cepas aglutinan con una concentracién de fibronectina de 3 pg/m! (100 veces menor que

la concentracion plasmatica) (38).

A. Localizacién del receptor

La fibronectina se une a la superficie de S.aureus. El tamafio considerable de
esta molécula y fragmentos de 27 Kdal marcados corroboran esta localizacion en las
porciones mas externas de la pared celular, de manera que con una tripsinizacion o

sonicacion suave se eliminaria este receptor (6,38).

B. Caracterizacion del receptor

El receptor estafilocdcico de fibronectina no ha sido todavia completamente
caracterizado, ya que existen discrepancias entre 1os distintos autores. Algunos estudios
informaron que el receptor estaba compuesto principalmente por un carbohidrato, en
cambio otros vieron que se trataba de la proteina A (35,37,38). En estudios mads
recientes se ha demostrado la existencia de dos genes altamente homdlogos que
codifican para una proteina transmembranaria que interactia con la fibronectina y que

muestran analogia con el gen que codifica parala proteina A (39).

C. Nimero de receptores

Estudios han mostrado un nimero entre 100-20.000 receptores de fibronectina

por microorganismo (38-41). Lo cual estd dentro de lo posible, ya que el tamario de la
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molécula y el drea de superficie de S.aqureus hace improbable que exista un nimero
mayor de 25.000 receptores por bacteria.

El mimero de receptores expresados depende de la fase de crecimiento, del pH
del medio y del tipo de medio utilizado, siendo maximo en fase logaritmica, a pH acido
y con medio de crecimiento enriquecido (37,40-42). Parece ser que también estd

aumentado en el caso de aislados clinicos (43).

2.2. Staphylococcus epidermidis

Se encuentra dentro del grupo de estafilococos coagulasa negativos, no produce
toxina alfa, ni fermenta el manitol, elabora generalmente un pigmento blanco y es
sensible a la novobiocina. Sus dcidos teicoicos estdn constituidos por polimeros de
fosfato de glicerol, posee una resistencia a los antibidticos variable, auque generalmente
alta y aproximadamente un 10% de las cepas pueden ser hemoliticas. Se encuentra en
la piel, principalmente en lugares hiimedos (24).

Generalmente no es patdgeno pero se puede comportar como oportunista y
producir ocasionalmente infecciones urinarias, postoperatorias, endocarditis, meningitis
y sepsis en enfermos sometidos a técnicas instrumentales.

La colocacion de catéteres venosos o urinarios o la implantacién de protesis
artificiales abren nuevas puertas de entrada facilitando la difusion de este

microorganismo.

2.2.1. interacciones fibronectina-S.epidermidis

Las interacciones fibronectina-S§. epidermidis no han sido estudiadas tanto como
aquellas con S.aureus. Los estudios no llevan a una caracterizacién ni expresion de
receptores frente a esta glicoproteina. Sin embargo, si se ha estudiado el papel de la

fibronectina como mediador de la adhesién de S.epidermidis a biomateriales.
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Teniendo en cuenta que los catéteres una vez introducidos en el vaso sanguineo
son recubiertos rdpidamente por proteinas del hospedador como la fibrina, fibrinégeno
y fibronectina (44-46). Se han realizado numerosos estudios para valorar las
interacciones de S.epidermidis con la fibronectina y comprobar de este modo la
importancia de esta glicoprotefna en la fijacién de la bacteria al catéter obteniendose
resultados controvertidos:

Russell y cols (47) encontraron un modesto incremento en la adherencia de SCN
a catéteres de PVC preincubados con fibronectina. Vaudaux también observé un ligero
aumento de la adhesién a CIV retirados de pacientes y lo atribuyo a la presencia de esta
proteina (46).

Por otro lado Pascual y cols (48) no detectaron aumento de la adhesidn en
catéteres recubiertos de fibronectina, ademds otro grupo de investigadores demostraron
que la adherencia de SCN a catéteres de silicona era inhibida por la fibronectina y otras
proteinas de la sangre (49).

Al observar estos resultados podemos considerar que el papel de la fibronectina
y otras proteinas de la sangre en la adhesion de estos microorganismos a la sangre no

estd del todo aclarado.

3. CATETERES INTRAVASCULARES

3.1. INTERACCIONES FIBRONECTINA-BIOMATERIAL

Varias observaciones clinicas y experimentales (50) realizadas en distintos tipos
de biomateriales insertados en pacientes, tales como vdlvulas, suturas o catéteres (51)
han demostrado una alta susceptibilidad a las infecciones estafilocdcicas.
Por otro lado se sabe que la fibronectina establece interacciones con bacterias
grampositivas, lo que sugiere un papel importante de esta proteina en las infecciones,
principalmente en las que se encuentran implicada S.aureus. También, estudios de

inmunofluorescencia han demostrado que la fibronectina se fija a implantes de
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polimetilmetacrilato (PMMA) (52) y a otros tipos de biomateriales.

En la actualidad la mayoria de los catéteres intravasculares son de composicion
plastica (teflon, polivinilo...) y considerando que la molécula de fibronectina tiene la
capacidad de unirse al pldstico, es lgico pensar que esta molécula se fije al catéter
favoreciendo de este modo la adherencia de los estafilococos.

Se ha visto que existe una estrecha relacion entre la adherencia de §S.aureus y la
cantidad de fibronectina depositada en liminas de PMMA. El proceso de adsorcion de
esta glicoproteina es saturable, con una fijacién médxima de fibronectina en forma de
monocapa de aproximadamente 0.32 ug/cm? (52).

La adsorcion de la glicoproteina se inhibe por tratamiento térmico de la molécula
o por digestién proteolitica con tripsina.

Algunos estudios sugieren que ocurren cambios conformacionales y en la
actividad bioldgica de la fibronectina tras su adsorcion en superficies hidréfobas a bajas
concentraciones en "buffer”(53,54).

Se ha visto que existen varias sustancias que pueden influir en la adsorcién de
esta molécula al material sintético:

Varios estudios han mostrado un descenso de la afinidad de la fibronectina por
varias superficies hidrofébicas en presencia de proteinas del suero (53-55). Asi, la
inhibicién de la adsorcion de la protefna a un amplio rango de materiales pldsticos puede
ser debida a sus propiedades comunes de superficies hidréfobas. También, es posible
que la presencia de proteinas del suero prevengan la adsorcién por efectos competitivos,
como ocurriria con al albimina (52).

La presencia del coldgeno cubriendo la superficie de ldminas de PMMA favorece
la fijacion de la fibronectina (55) y también asemeja mds al medio en que se encuentra
un biomaterial implantado, pues se recubre de compuestos celulares y fibrilares
organizados igual que en la matriz extracelular.

Con respecto a las fuentes que pueden proporcional fibronectina para su adsorcién en
el biomaterial es importante destacar la fibronectina exdgena plasmdtica procedente de
los fluidos extracelulares que bafian el implante y la procedente de sintesis enddgena de

las células que colonizan dichos implantes, como es el caso de los fibroblastos (56).
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3.2. COMPLICACIONES

El uso de cdnulas intravasculares en la medicina moderna es una practica comuin
que afecta tanto a pacientes hospitalizados como a enfermos ambulantes. Junto a los
enormes beneficios que supone el facilitar el acceso a la circulacidn sanguinea, se
olvidan a menudo algunos riesgos potenciales, de los cuales la infeccién es el mds
relevante.

Su extensivo uso conlleva, ademds de a una serie de complicaciones infecciosas,
a otras de origen mecanico.

Todas estas compiicaciones pueden estar relacionadas con una negligencia en el

seguimiento de las normas de cuidado, entre otras posibles causas.

3.2.1. Complicaciones mecdnicas

Aparecen entre el 1 y el 7% (57-61) y son debidas a procesos traumdticos
durante la colocacion de la cdnulas, por puncién vascular, puncién linfitica, o

simplemente por lesion de alguna zona determinada.

3.2.2. Complicaciones infecciosas

Conlleva una serie de manifestaciones clinicas que las podemos dividir en locales

y generales o sistémicas:

LOCALES:

- Infeccidn del tinel subcutineo:

En los catéteres de Hickman o Brobiac ocupa un 10% del total de las causas de
infeccion. Clinicamente resulta evidente por la presencia de un cordén enrojecido y
doloroso a lo largo del trayecto subcutdneo del vaso (62).

- Flebitis supurada:

Ocurre de un 5 a un 15% de los casos de infeccidn y se caracteriza por actimulo
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de polinucleares y microorganismos en la luz y endotelio vascular (63).

El abordaje terapéutico ha variado desde la dltima década que generalmente se
procedfa a la exéresis del vaso. En la actualidad, un ndmero considerable puede
resolverse satisfactoriamente con la retirada del catéter y el uso de antimicrobianos por
via parenteral. La aparicidn de flebitis supurada incrementa notablemente la mortalidad
atribuible a la infeccion del catéter, que pasa de un 6-10% a un 85% en los casos donde

resulta inadecuadamente tratada (64).

GENERALES:

Las manifestaciones generales son esencialmente las de toda infeccién
endovascular caracterizada por fiebre, manifestaciones multiorgdnicas y otras
complicaciones propias de cualquier bacteriemia.

- Bacteriemia:

La bacteriemia asociada a catéteres puede ocurrir hasta en un 2.1% (65) de
canulas periféricas y llega a alcanzar el 3.8-21% (66,67) en catéteres centrales. La
colocacion de los catéteres en vasos centrales y la etiologia principalmente estafilocdcica
hacen que las manifestaciones sépticas pulmonares sucedan con mayor frecuencia en la
bacteriemia asociada a dispositivos intravasculares. También es posible la aparicién de
un shock séptico en algunos casos.

- Endocarditis infecciosa:
La endocarditis bacteriana sobre todo con afectacién de la vdlvula tricispide, se asocia

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

3.3. INFECCIONES POR CATETERES INTRAVASCULARES

En base a numerosos estudios puntuales sobre los factores relacionados con la
infeccion de los dispositivos intravasculares se han podido establecer importantes
variables de riesgo entre las que se destacan las derivadas del paciente y de la

cateterizacion:
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DERIVADAS DEL PACIENTE

Los grupos de enfermos con un mayor riesgo de infeccion son los menores de
| afio y los mayores de 60, los granulocitopénicos o que reciben quimioterapia, los que
sufren lesiones cutdneas como quemaduras o psoriasis, los que presentan enfermedades
de base, incluyendo el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, los que presentan
bacteriemia clinica o algtin foco infeccioso vecino(traqueotomia en accesos de subclavia

o yugular) (63).

DERIVADAS DEL CATETER

-Numero de limenes:

Estudios no comparativos (68,69) han dado un mayor porcentaje de estas
complicaciones en los multilimenes (3-19%). Estos datos sin embargo no han sido
confirmados en un estudio comparativo realizado por Gil y cols (70).

-Composicion del material empleado:

La mayoria de los periféricos son de composicién pldstica (poliviniio o teflén),
aunque en pacientes de edad pedidtrica se usan “palomillas” metdlicas, éstas tienen un
porcentaje de infeccidn menor que los de pldstico (8,5% frente a 11.5%, estudios no
comparativos) . Los catéteres de silicona son los que presentan menor incidencia de
infeccion, que se estima en un 0.14% de casos por cada 100 dias de uso, por lo que se
considera el material idéneo para tiempos prolongados de uso (63).

Para disminuir la tasa de infeccion se han comercializado dispositivos
intravasculares banados en solucién antiséptica (clorhexidina mds sulfadiazina-plata) o
antibidtica (cefazolina) y aunque los primeros resultados parecen ser favorables (71-74),
se requiere mds informacion en este sentido.

- Lugar de insercion:

Parece ser que los catéteres venosos centrales colocados en la yugular interna se
infectan mds que los colocados en la vena subclavia (75), ésto puede ser debido a una
mayor colonizacién de la piel en la zona de insercion de la vena yugular con respecto
a la subclavia (76), a un incremento de la colonizacidn por patdgenos respiratorios y a
una menor adherencia del vendaje. La regién femoral, la via umbilical (en recién

nacidos) y pliegues cutdneos incrementan la probabilidad de infeccién.
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3.3.3. Microorganismos responsables de la infeccién

La etiologia de la infeccidén asociada a catéteres intravasculares se centra
primordialmente en los microorganismos de la flora habitual de la piel. De ahi que los
patdégenos mds frecuentes sean los estafilococos. Numerosos autores coinciden en sefalar
un mayor niimero de aislamientos de S.epidermidis, seguido de §.aureus, Enterococcus
Saecalis y Candida (63) ( con una mortalidad asociada a esta levadura de un 38%). Con
una capacidad de producir bacteriemia del 3% en S.epidermidis y del 15% en S.aureus
91).

Las enterobacterias tales como klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia sp,
Citrobacter sp, bacterias no fermentadoras como Pseudomonas sp y por iltimo
Cdndida sp, han sido relacionadas con brotes epidémicos. Generalmente estos
brotes suelen estar relacionados con una contaminacién del liquido de infusién,
ya (ue estos microorganismos pueden sobrevivir en agua destilada, soluciones
isotdnicas, glucosadas y en soluciones de nutricién parenteral (91).

También se han detectado casos con microorganismos tales como
Malasezzia furfur (92) en neonatos con nutricién parenteral, Aspergillus flavus
(93) en pacientes con neoplasias hematolégicas, Corynebacterium jeikeium (94)
en inmunocomprometidos. Otros microorganismos como Campylobacter fetus
(95), Pseudomonas putida (96) micobacterias no tuberculosas (97), Fusarium
chlamydosporum (98) han sido descritos en casos muy aislados como responsables

de la infeccidn asociada al catéter.

3.3.4. Profilaxis de la infeccion

Con el fin de evitar en lo posible las infecciones relacionadas con el catéter es
necesario tomar una serie de medidas generales en la insercién y mantenimiento
de éste. Entre las precauciones a considerar podemos destacar la eleccién

adecuada de la zona de insercidn, uso de antisépticos cutdneos como la povidona-
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zona de insercidn, soluciones de lavado para el lumen del catéter a las que, en
ocasiones, la adicién de antibidticos ha sido recomendada por algunos autores
como medida profildctica (99,100}, aunque se ha de tener en cuenta, la posible
aparicion de resistencias (101,102), y por iltimo el uso de catéteres recubiertos

de antimicrobianos y antisépticos.

4. EFECTOS DE CONCENTRACIONES BAJAS DE
ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS BACTERIAS

Los efectos que producen concentraciones bajas de antimicrobianos en las
bacterias pueden ser evaluados observando cambios en la morfologia, ultra estructura,
bioquimica y tasa de multiplicacién bacteriana (103). Para cuantificar y comprobar la
sensibilidad de un microorganismo respecto a un antibiotico es preciso considerar los
siguientes términos:

-Concentracion minima inhibitoria (CMI): Es la concentracién menor de
antibiético capaz de inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1 mi de medio de cultivo
tras 18-24 horas de incubacién (103,104),

-Concentracion minima bactericida (CMB): Es la concentracién menor antibidtico
capaz de destruir o matar 10° bacterias en 1 ml de medio de cultivo tras 18-24 horas de
incubacién (103,104).

-Concentracién minima antibiética (CMA): Es la concentracion menor capaz de
producir “in vitro” alteraciones morfologicas y/o estructurales en la bacteria. Son
concentraciones inferiores a la CMI (103).

Estos valores obtenidos “in vitro” no se identifican necesariamente con los
obtenidos “in vivo” ya que el tamaio del indculo, las condiciones de vida, la presencia
de sustancias enddgenas, etc, hacen cambiar la respuesta del germen al antimicrobiano.
Aunque si presentan un alto valor orientativo.

Los antimicrobianos segtin la concentracion y sitio de infeccién pueden afectar
tanto a los microorganismos alterando su estructura interna, como al hospedador

modificando la eficacia de los mecanismos de defensa (104). Puesto que en el foco de
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tanto a los microorganismos alterando su estructura interna, como al hospedador
modificando la eficacia de los mecanismos de defensa (104). Puesto que en el foco de
infeccién no siempre se puede alcanzar concentraciones tisulares comparabies a la CMI,
ya sea por un acceso dificil del antimicrobiano al foco infeccioso o bien por una
excesiva CMI para un microorganismo o por una estrecha relacién con la concentracion
toxica del paciente. También se debe considerar en un tratamiento bacteriano el efecto
de concentraciones subinhibitorias (sub-CMIs) sobre la relacion hospedador-bacteria
(103,105).

4.1. EFECTOS SOBRE LA VIRULENCIA BACTERIANA

La virulencia es un fendémeno muy complejo que resulta de las interacciones
entre las bacterias y el hospedador, se puede definir como la capacidad de un agente
infeccioso para producir efectos patoldgicos o como el minimo indculo bacteriano capaz
de danar al hospedador; a menor inéculo mayor capacidad de virulencia (103,106,107).

Son muchos los factores que pueden contribuir a la virulencia bacteriana como
la morfologia, velocidad de crecimiento, productos del metabolismo como las toxinas
y enzimas, algunos componentes de la superficie y productos de lisis bacteriana.
Concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos pueden afectar a diversos
componentes de virulencia (108), asi, pueden producir cambios en la superficie
bacteriana alterando su capacidad de adhesion, afectar la resistencia frente a factores de

inmunodefensa, la proliferacién local, dafo tisular, invasién y diseminacidn.

4.2. EFECTOS SOBRE LA ADHERENCIA

La adherencia bacteriana es uno de los primeros pasos en un proceso infeccioso.
Los efectos de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre la adherencia
bacteriana dependen de muchos factores entre ellos podemos destacar su mecanismo de
accion, las fuerzas electrostdticas y la hidrofobicidad bacteriana.

Estas concentraciones subinhibitorias pueden modifican la superficie bacteriana
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afectando la capacidad de adherirse a las superficies celulares. Esta afectacion puede
llevarse a cabo de tres maneras diferentes (103,109-112):

-Induciendo la rotura de adhesinas preformadas en la célula bacteriana como es
el caso de la penicilina sobre el dcido lipoteicoico en la superficie de Streprococcus
pyogenes.

-Impidiendo la formacién y/o expresion de las adhesinas en fase de crecimiento
bacteriano.

-Induciendo 1a formacidn de adhesinas no funcionales.

5. ANTIMICROBIANOS

5.1. AMPICILINA

Pertenece al grupo de los B-lactdmicos G-aminopenicildnicos. Las penicilinas
junto a las cefalosporinas constituyen el grupo mds amplio en nimero y de mayor
importancia en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Esto es debido a su
potente actividad bactericida, al amplio espectro alcanzado por muchos de sus derivados,
a la existencia de preparados que resisten la inactivacidn enzimdtica por B-lactamasas
y de inhibidores de estas enzimas sin actividad antibacteriana propia y a la cualidad de
poseer una farmacocinética favorable para su uso (113).

L.a ampicilina es un derivado semisintético de la penicilina (alfa-
aminobencilpenicilina). La presencia de un grupo amino en la cadena lateral de la
bencilpenicilina le permite ampliar su espectro de accidn frente algunas bacterias gram

negativas.

MECANISMO DE ACCION

Este compuesto ejerce una accién bactericida al bloquear la sintesis de
peptidoglicano en su dltima etapa por inhibicidn de la transpeptidasa (enzima esencial

en esta sintesis) gracias a su analogia estructural con la D-alanina terminal propia de los
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B-lactdmicos.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tiene un amplio espectro de accién pues es activa tanto en gérmenes gram
positivos, como gram negativos, siempre y cuando no sean cepas productoras de B-

lactamasas que inactivarian la molécula.

5.2. CEFOTAXIMA

Es una cefalosporina de tercera generacion. La caracteristica mds importante
de estos B-lactdmicos. derivados del dcido 7-aminocefalospordnico (7-APA), es que
presentan una gran estabilidad frente a las B-lactamasas (114), lo que supone un factor
importante a la hora de su eleccién en la aplicacion clinica.

La cefotaxima es una cefalosporina semisintética de tercera generacion que se
administra exclusivamente de forma parenteral y presenta una elevada estabilidad frente
a B-lactamasas.

Se ha originado de la union de la cadena lateral aminotiazoi de la molécula de
cefotiam con la cadena lateral oxima de la cefuroxima. Presenta un sustitutivo alfa-
metoximine en el radical de la posicidn siete que protege a la molécula de la hidrélisis
por las B-lactamasas y en la posicién tres presenta una cadena lateral acetoximetil, lo
que permite la existencia de un metabolito activo, la desacetil-cefotaxima que junto con

la cefotaxima presenta una accion sinérgica (115).

MECANISMO DE ACCION

Se comporta al igual que la ampicilina inhibiendo la sintesis del peptidoglicano

en la pared celular al bloquear la transpeptidacion.
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Presenta un amplio espectro sobre gram negativos como enierobacterias,
N.meningitidis y N.gonorrhoeae y también sobre gram positivos incluidos estafilococos

resistentes a meticilina.

5.3. TETRACICLINA

Forman un grupo de antimicrobianos de amplio espectro derivados de la
naftacenocarboxamida policiclica, con una amina terciaria en la posicién cuatro y un
grupo OH fendlico en la posicién diez. Poseen elevada capacidad de quelar cationes
divalentes. La primera tetraciclina obtenida fue la clortetraciclina en 1948 a partir de
Streptomyces aureofaciens.Otras tetraciclinas se obtuvieron también por métodos
sintéticos a partir del nicleo fundamental. Segiin su tiempo de accidn se dividen en tres
grupos: de accién corta, intermedia y larga (116).

La tetraciclina es un antibidtico del grupo de las tetraciclinas de accién corta
(posee una vida media de aproximadamente dos horas). Es bacteriostitico de amplio
espectro y liposolubilidad intermedia. Corresponde a un derivado del tetraciclo

naftacenocarboxamida con un grupo -CH30H en la posicidn seis.

MECANISMO DE ACCION

Ejerce su accidn a nivel del ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis proteica.
Para ello se fija a la fraccion 30S ribosOmica de tal manera que bloquea la fijacién del
aminoacil-t-RNA al complejo m-RNA-ribosoma, interfiriendo la incorporacién de
aminodcidos a la cadena creciente del polipéptido bacteriano. Para ejercer su accidn es
requerimiento previo la penetracion del antimicrobiano en la bacteria. En las bacterias
gram negativas penetra por difusidn pasiva, a través de los poros hidrofilicos de la
membrana externa y por transporte activo. Con respecto a las bacterias gram positivas

se sabe que existe un transporte activo (117).
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Como todas las tetraciclinas en general presenta un espectro de accidn frente a
una gran variedad de microorganismos. Es muy activa frente a bacterias gram positivas
y gram negativas, clamidyas, nocardias, rickettsias, micoplasmas, espiroquetas,

anaerobios como Clostridium tetani y Actinomyces israelii.

5.4. AZITROMICINA

La azitromicina pertenece al grupo de los macrélidos, antimicrobianos que se
caracterizan por la presencia de un anillo lactdnico macrociclico, al que se unen diversos
desoxiazicares y/o aminoazicares. Son compuestos de naturaleza basica. En la segunda
mitad de la década de los setenta los avances cientificos y el descubrimiento de nuevas
etiologias de sindromes infecciosos, motivaron un interés en el estudio de nuevas
moléculas de macrdlidos.

Desde que se descubrid la eritromicina, a partir de un cultivo de Strepromices
erytheus, los macrélidos han sido ampliamente utilizados como alternativa a los 8-
lactdimicos en el tratamiento de infecciones por gram positivos. Son considerados
farmacos de segunda eleccidn en las infecciones de vias respiratorias superiores,
otorrinolaringolégicas y otros cuadros infecciosos. Se clasifican en funcién del niimero
de elementos contenidos en el anillo macrociclico, asi, aparecen anillos de 14, 15 y 16
miembros.

I.a azitromicina es el primer miembro de una nueva clase de antimicrobianos
denominados azdlidos derivados de la eritromicina y presenta mayor estabilidad en
medio dcido. Esta molécula estd constituida por un anillo de 15 atomos a diferencia de
la eritromicina que estd constituida por 14 dtomo. Carece del grupo ceto del carbono

nueve y se incorpora un nitrégeno entre los carbonos nueve y diez (118).

MECANISMO DE ACCION

Puesto que la azitromicina estd dentro del grupo de los macrélidos se caracteriza
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por inhibir la sintesis proteica de las bacterias al unirse de forma especifica al sitio P
(donador) de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Esta unidn es reversible, pero
para que se produzca es necesaria la presencia en dicha subunidad de dos protefnas L15
y L1 (el sitio de unidn es comiin para el cloranfenicol y la clindamicina por lo que
interfiere con la accidén de estos antimicrobianos. La ocupacién de este lugar por el
macrélido impide la translocacién, mediante la cual, la cadena de aminodcidos en
formacién unida al t-RNA pasa desde el sitio aceptor (A) al sitio donador (D),
impidiendo con ello la progresion del siguiente codon del m-ARN.

El efecto de estos antimicrobianos puede ser bacteriostdtico o bactericida segin
la especie bacteriana sobre la que actie, de la concentracidn del antibiético, de la

densidad del indculo y de la fase de crecimiento en que se encuentren las bacterias.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La azitromicina presenta una gran actividad frente a bacterias gram positivas,
ademas es mucho mds activa “in vitro” que los otros macrdlidos frente a algunos gram
negativos, enterobacterias. También es activa frente a patégenos intracelulares y

presenta resistencia cruzada con microorganismos resistentes a eritromicina.

5.5. KANAMICINA

Los aminoglucésidos constituyen un grupo de antimicrobianos de gran
importancia por su actividad sobre enterobacterias y gram negativos que frecuentemente
presentan resistencia a otros antibidticos.

La estreptomicina fue el primer aminoglucdsido obtenido en 1944 a partir de
Streptomyces griseus, trece afios después se aislo la kanamicina de una cepa de
S.kanamyceticus en Japon (119). Quimicamente los aminoglucdsidos estdn formados
por un anillo aminociclitol derivado del inositol, al que se le une por enlaces
glicosidicos dos o mds azticares con o sin grupos amino. Aunque la relacion estructura
actividad no se conoce completamente se sabe que al modificar algunos grupos hidroxilo

y amino se produce pérdida de la actividad bacteriana.
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La kanamicina es un aminoglucésido muy estable que corresponde al grupo de
la 2-dexosi-estreptamina (como anillo aminociclitol). La molécula estd compuesta por
la desoxiestreptamina a la que se le unen aminoazicares en la posicidn cuatro y seis por

enlaces glucosidicos, quedando libre el grupo hidroxiio en la posicidn cinco (120).

MECANISMO DE ACCION

La kanamicina inhibe la sintesis proteica y produce la lectura errénea del cédigo
genético a nivel ribosomal por unirse a las dos subunidades del ribosoma 30S y 50S.
Presenta un marcado efecto bactericida sobre las bacterias en fase de crecimiento.

Los aminoglucdsidos en general, al ser compuestos muy poiares pasan con
dificultad las membranas por simple difusion pasiva, por eso, para acceder a su lugar
de accidn es necesario que se establezcan puntos de unidn con la membrana celular por
enlace ionico y a continuacidn el paso a través de la membrana y posteriormente al
ribosoma se realiza por procesos dependientes de energfa que se producen en
condiciones de aerobiosis (requisito indispensable para ejercer su accidn).

Esta inhibicion de ia sintesis proteica o la sintesis de proteinas anormales, no son
mecanismos suficientes para explicar su accién bactericida, teniendo en cuenta que otros
antibidticos también inhiben la sintesis de proteinas y solo producen efectos
bacteriostaticos, se sugieren como mecanismos adicionales 1a alteracién de la membrana
citoplasmadtica con salida de elementos intracelulares y alteracién en el metabolismo y

respiracién celular, ademds de otros posibles mecanismos.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La kanamicina es activa frente a bacterias gram negativas aerobias como
Pseudomonas aeruginosa y aunque existen antimicrobianos de actividad similar, los
aminoglucdsidos siguen siendo imprescindibles en el tratamiento de infecciones graves

por esta bacteria. Son poco sensibles a las bacterias gram positivas salvo para S.aureus.
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5.6. NORFLOXACINO

La importancia de las quinolonas ha ido progresivamente en aumento desde la
aparicién del primer miembro del grupo, el dcido nalidixico. Se sintetizé en 1962 y se
introdujo ese mismo afio como quimioterdpico sintético. Era un derivado de la 1,8
naftiridina, que junto con el dcido oxolinico, el 4cido pipemidinico y la cinoxacino sus
aplicaciones estaban limitadas a infecciones urinarias y digestivas. El grupo cobré una
nueva dimensién con la introduccién de las nuevas 4- quinolonas o fluorquinolonas
(121,122); se caracterizan por tener un dtomo de fldor en posicidn seis y un grupo
piperacinico en posicion siete. Presentan un espectro de accién mucho mayor que las
anteriores resultando utiles en infecciones de diferentes tejidos.

Norfloxacino es una fluorquinolona sintetizada a partir del dcido pipemidico, de
un amplio espectro de accién. Su estructura quimica corresponde a 1-etil-6-fluoro-1,4-

dihidro-4-oxo-7-(1-piperacinil)-3-quinolincarbénico.

MECANISMO DE ACCION

Considerando que norfloxacino es una fluorquinolona, actia inhibiendo de
manera especifica la actividad de la DNA-girasa al interactdar con su subunidad A. Esta
enzima es mil veces mds sensible a la accién inhibidora de las quinolonas que otras
topoisomerasas tipo II de las c€lulas de mamiferos; de tal modo que al interactdar el
farmaco con ella inhibe la formacién de superhélices del DNA bacteriano.

La actividad de esta fluorquinolona es superior a la del dcido nalidixico, la causa
puede deberse a diferencias en la penetrabilidad a través de la membrana bacteriana o
a diferencias en las posibilidades de fijacion en los sitios activos. Esto permite obtener
“in vivo” niveles plasmdticos ttiles para infecciones de diversos 6rganos y no sélo de

las vias urinarias.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Es mucho mds activa que las quinolonas de la primera generacién, su espectro
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es mds amplio y se extiende a mds gérmenes gram negativos que la anteriores y a gram

positivos.
5.7. TEICOPLANINA

En los ultimos afios las bacterias gram positivas se han convertido en las
responsables de miuiltiples y graves infecciones que comprometen la vida del paciente.
Esto se pone de manifiesto por diversos estudios que nos alertan de la enorme relevancia
que estin alcanzando estos microorganismos. La aparicién de miiltiples resistencias
frente a distintos microbianos hace necesario el empleo de glicopéptidos, tales como
vancomicina y teicoplanina, como recurso terapéutico a pesar de sus efectos secundarios
adversos (123).

La teicoplanina es un glicopeptido producido por Actynoplanes teichomyceticus
que presenta una estrecha analogia estructural con la vancomicina, antibiético con el
cual comparte similares caracteristicas. Se diferencia en que su semivida es mds larga,

permitiendo una sola administracién al dia.
MECANISMO DE ACCION

Inhibe la sintesis del peptidoglicano al impedir la polimerizacion del complejo
lipido-fosfodisacarido-pentapéptido en la segunda fase de formacidn de la pared celular,
acumulandose los compuestos intermediarios unidos a la membrana. También puede
actuar secundariamente alterando la permeabilidad celular e inhibiendo selectivamente
la sintesis del RNA. Presenta actividad bactericida en fase activa de crecimiento

bacteriano.
5.8. CLINDAMICINA

Pertenece, junto a la lincomicina, al grupo de las lincosamidas y se caracterizan

por poseer un aminodcido unido a un azucar.
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La clindamicina es un derivado semisintético de la lincomicina, mds potente que
¢€sta, se absorbe mejor por via oral e induce en menor grado colitis asociada al uso de
antibacterianos. Por lo que se emplea con mucha mayor frecuencia que la lincomicina.

Corresponde a la 7-cloro-7-desoxi-lincomicina (124).

MECANISMO DE ACCION

Inhibe la sintesis proteica, uniendose a la subunidad 50S de los ribosomas en los
mismos receptores que la eritromicina y el cloranfenicol, parece ser que inhibe la
peptidiltransferasa, interfiriendo en principio la unidn del sustrato aminoacil-t-RNA al
sitio A de la subunidad ribosémica 50S. Es bactericida a elevadas concentraciones y

bacteriostdtico a concentraciones terapetiticas.
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
La clindamicina es muy activa frente a bacterias anaerobias tanto gram positivas

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

estreptococos, estafilococos y Corynebacterium diphteriae.
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La sepsis relacionada con catéteres y biomateriales es una infeccion
nosocomial de caracter agudo cada vez mas frecuente como consecuencia del gran
uso de estos dispositivos intravasculares.

S.epidermidis y s.aureus son los principales patégenos aislados en dichas
infecciones. Se ha comprobado que las proteinas plasmadticas del hospedador

pueden influir favoreciendo la adhesién y posterior colonizacién e infeccidn.

La capacidad de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos de
interferir con la adhesién microbiana nos lleva a proponer los siguientes objetivos

para este trabajo:

1-Analizar el papel de la fibronectina y de las proteinas plasmaticas

en la adherencia de S.epidermidis y s.aureus a catéteres de teflén y vialdn.

2-Estudiar la influencia de algunos parametros como la temperatura,
tiempo de incubacién e indculo bacteriano sobre la adherencia estafilocdcica a

catéteres,

3-Cuantificar los efectos que producen concentraciones
subinhibitorias de distintos antimicrobianos en la adherencia de S.epidermidis y
s.aureus a catéteres de teflon y vialén preincubados o no con fibronectina

purificada o plasma.
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1. ASPECTOS GENERALES

1.1. CATETERES

Se utilizaron catéteres de dos materiales diferentes :
-Vialén (Insyte) : Material pldstico desarrollado exclusivamente para uso
médico, es un polimero de alta densidad que se ablanda a temperatura corporal y flota

dentro del vaso.
-Teflén (Terumo) ; material pldstico de politetafiuoroetileno.
[as medidas de ambos catéteres fueron igulales, presentando una longitud de 25

milimetros por un didmetro de 0.8 milimetros.

1.2. MICROORGANISMOS

Se ensayaron dos cepas de §.qureus y dos cepas de S.epidermidis:
-S.aureus: ATCC 25923
-S.aureus: Aislado clinico de hemocultivo (Hospital Universitario San
Carlos. Madrid).
-S.epidermidis: ATCC 12228

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

San Carlos. Madrid).
Estas cepas se conservaron a -20°C en leche desnatada. Para su uso se hicieron
siembras y subcultivos de mantenimiento cada dos o tres dias en placas de agar Miieller-

Hinton incubandose en estufa (Heraeus) a 37°C de 18 a 24 horas.
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1.3. ANTIMICROBIANOS

Se emplearon ocho antibidticos frente a las cuatro cepas a estudiadas:

Ampicilina {Beecham)

Cefotaxima (Roussel)

Teicoplanina  (Marien Merrell Dow)

Clindamicina  (Upjohn)

Azitromicina  (Pfizer)

Kanamicina (Bristol-Myers)

Tetraciclina  (Pfizer)

Norfloxacino  (Merck Sharp & Dohme)

Estos antimicrobianos fueron facilitados por los correspondientes laboratorios en
forma de polvo valorado y las diluciones se realizaron segin las indicaciones de la casa
comercial. Posteriormente se distribuyeron en alicuotas de 1 ml y se conservaron a -
20°C. Para su utilizacién se descongelaron el mismo dia del ensayo, desechandose el

antimicrobiano sobrante.

1.4. FIBRONECTINA HUMANA

Se utilizé fibronectina humana purificada mediante cromatografia (Sigma) vy
liofilizada. La suspension de fibronectina se prepard siguiendo las intrucciones del
fabricante. Este liofilizado se reconstituyé con agua destilada esteril y se prepararon
alicuotas de distinta concentracién (500, 100 y 25 ug/ml). Estas se congelaron a -20°C

y se utilizaron una sola vez tras su descongelacién para no alterar sus propiedades..
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1.5. ANTISUEROQO

Se empled antisuero antifibronectina humana suministrado por Behring con ¢l fin
de retirar del plasma y del suero la fibronectina existente. El antisuero estd constituido
por anticuerpos especificos de origen animal obtenidos por inmunizacion de conejos con
fibronectina humana, de tal forma que al ponerlo en contacto con plasma o suero la
fibronectina que contienen es inactivada por una reaccidén inmunoquimica con estos
anticuerpos y posteriormente es retirada por centrifugacién.

Estos antisueros se conservaron a 4°C.

1.6. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

Las concentraciones minimas inhibitorias de los distintos antimicrobianos frente
a las cepas ensayadas fueron determinadas mediante macrodilucién en tubos:

Las bacterias fueron afadidas a series de diluciones dobles del antimicrobiano
preparadas en caldo Miieller-Hinton (Oxoid), en presencia de un control de crecimiento.

La CMI se establecié como la concentracién de antibidtico que no permitid el
crecimiento macroscopico (turbidez) de las bacterias tras 18-24 horas de incubacion en

estufa a 37°C,

1.7. PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA LOS
ENSAYOS DE ADHESION

Para ello, una colonia de una placa de agar Miieller-Hinton (Oxoid) se inoculd
en 50 ml de caldo Mijeller-Hinton y se cultivé a 37°C con 150 agitaciones por minuto.
Las bacterias en cultivo se cogieron en fase logarftmica y se depositaron por

centrifugacion (Centrifuga Mod. Meditronic) a 3500 revoluciones por minuto (rpm)

35



Materianles y Métndnc

durante 15 minutos. A continuacién se lavaron 3 veces con Buffer fosfato salino (PBS)
de BioMerieux de pH: 7.2-7.3 para eliminar restos del medio de cultivo y se prepararon
suspensiones bacterianas de 107 unidades formadoras de colonias por mililitro (Ufc/ml)
a partir de una suspension de 10°UFC/ml que segin las determinaciones
espectrofotométricas corresponden a una absorbancia de 0.3 a 580 nm.

{Espectrofotometro Hitachi Mod. U-1100).

1.8. MEDIOS DE INCUBACION DEL CATETER

Los catéteres fueron incubados en distintos medios:

A- Plasma pobre en plaquetas (ppp) y suero correspondiente:

Se preparé un “pool” de plasma de voluntarios sanos una hora antes de los
experimentos, para ello, la sangre fue recogida en :

1-Tubo citratado (plasma) que se centrifugé durante 10-15 min a 1500
revoluciones por minuto (rpm).

2- Tubo seco (suero) que se dejd reposar a temperatura ambiente el tiempo
suficiente para la formacidn del codgulo de fibrina y después se separé del suero
mediante centrifugacién a 1500 rpm durante 10-15 min.

B- Plasma tratado (Pt) y el suero tratado (St) correspondiente:
Para eliminar la fibronectina del suero y el plasma una vez obtenidos se incubaron con
cantidades adecuadas de antisuero durante 15 min a 37°C y después los
imnunocomplejos formados fueron precipitados mediante centrifugacion a 2500 rpm
durante 15 min.

C- Soluciones de fibronectina,

D- PBS
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1.9 PROCESO DE ADSORCION DE PROTEINAS AL CATETER

Cada cateter se incub6 durante un periocdo de una hora con | ml de una solucion de
fibronectina purificada de 100 pg/mi, con plasma, suero, plasma tratado {(plasma sin
fibronectina), suero tratado (suero sin fibronectina) o PBS, segun correspondiese, a 37°C
y al50 ag./min . Posteriormente se lavo tres veces con PBS para eliminar los restos del

liquido de incubacion y de este modo impedir que interfiriese en los ensayos de adhesion.

1.10 ENSAYO ESTANDAR DE ADHESION AL CATETER

Al catéter previamente incubado con fibronectina, plasma, suero, Pt , St o PRS,
segtin correspondiese, se le afiadio 1 ml de suspension bacteriana de 10’UFC/ml y se incuoo
durante una hora a 37°C a 150 agitaciones por minuto. A continuacion se recogid la
suspension y se lavo el catéter con PBS frio (4°C) durante 10 min a 150 ag./min para parar
la reacciOn y arrastar las bacterias no adheridas que hayan podido quedar depositadas en el
catéter, el liquido de lavado se recogio en la suspension bacteriana previamente retirada.
Posteriormente se hizo recuento en placa de las bacterias no adhenidas {existentes en el
lavado v la suspension). Se dedujo el numero de baterias adheridas y se calculé los

porcentajes de adhesion mediante la siguiente formula:

YaAdhesion= Qﬁ‘__??@__@ﬁ
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-A: N? de bacterias control

-B: N? de bacterias en el sobrenadante

2. INFLUENCIA DE LOS PARAMETROS EN LA
ADHERENCIA BACTERIANA AL CATETER
PREVIAMENTE INCUBADO CON PLASMA

2.1. EFECTO DEL INOCULO BACTERIANO

Para ello, se preparé suspensiones de S. aureus de distintas concentraciones y con
cada una de estas suspensiones se siguié el ensayo estandar de adhesién calculandose

posteriormente el porcentaje de adhesién obtenido.

2.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se prepararon cuatro series de reacciones siguiendo el ensayo de adhesién pero
a temperaturas de incubacion direntes:

4°C, 26°C, 37°C, 42°C

2.3. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION CON EL
PLASMA

Se valord la influencia del tiempo de incubacidn del catéter con el plasma.
El ensayo de adhesion se realizd habiendo variado previamente el tiempo de incubacion
con ¢l plasma de 30 min a 120 min. Posteriormente se dedujo el nimero de baterias

adheridas y se procedid a determinar los porcentajes de adhesion.
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2.4 EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION CON LAS
BACTERIAS

Se valoro la influencia del tiempo de incubacion de las bacterias en la adhesion
al catéter de éstas.

El ensayo de adhesion se realizd variando el tiempo de incubacién con las
bacterias de 30 min a 120 min. Posteriormente se dedujo el nimero de baterias

adheridas se procedié a determinar los porcentajes de adhesion,

3. EFECTO DEL PLASMA, SUERO, PLASMA TRATADO Y
SUERO TRATADO EN LA ADHERENCIA DE S.aureus AL
CATETER

Con este fin se incubd previamente el catéter con plama, suero, Pt y St durante
una hora, a 37°C y a 150 ag./min realizando a continuacién 2l ensayo de
adhesion. Posteriormente se dedujo el nimero de baterias adheridas, seguido del

porcentaje de adhesion.

4. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE FN
PURIFICADA EN LA ADHERENCIA DE S.aureus AL CATETER

Para ello los catéteres fueron previamente incubados con suspensiones de distinta
concentracién de fibronectina purificada que oscilaban entre 200 p/ml y 0.3 p/ml.
Después se realizd el ensayo de adhesion, calculdndose los porcentajes de adhesion tras

determinar el nuimero de bacterias adhertdas.

39



Materiales v Métndns

S.CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS CON CONCENTRACIONES
SUBINHIBITORIAS DE ANTIMICROBIANO

5.1. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CRECIMIENTO

Una vez determinada la CMI del antimicrobiano frente a la cepa ensayada, se
prepararon medios de caldo Mdueller-Hinton con 1/2, 1/4, 1/8 CMI respectivamente y
sin antimicrobiano. A continuacidn se afiadié una suspensidn bacteriana tal, que ofrecié
una concentracié final de Sx10°UFC/ml y se incubaron a 37°C y 150 ag./min hasta

alcanzar la fase logaritmica de crecimiento.

5.2. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Teniendo en cuenta que concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos
producen cambios morfolégicos en las bacterias dando lugar a formas filamentosas o a
agregados bacterianos (segtin el antimicrobiano usado) y esto puede provocar errores en
el recuento de bacterias en placa por no corresponder el nimero de colonias con el
nimero real de bacterias vivas sembradas, se comprobd, con todos los antimicrobianos,
que el inéeulo bacteriano utilizado para el ensayo de adhesion correspondia a un nimero
de bacterias tratadas idéntico al nimero de bacterias control crecidas en medio sin
antibidtico.

Para determinar la influencia de las concentraciones subinhibitorias de los
antimicrobianos sobre la curva de crecimiento de S.aureus se midié a partir de la hora
cero y cada hora la turbidez de la suspensién bacteriana en crecimiento con €l fin de
determinar las densidades épticas de los cultivos crecidos en diferentes concentraciones

de antimicrobiano y del cultivo control, ya que estas densidades Opticas mantienen una
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determinar las densidades Opticas de los cultivos crecidos en diferentes concentraciones
de antimicrobiano y del cultivo control, ya que estas densidades Opticas mantienen una
relacion directa con el nimero de bacterias en el medio.

A continuacion se trazaron las curvas de crecimiento correspondientes a los
distintos medios con y sin antimicrobiano. Segin éstas, se observo la influencia del

antimicrobiano sobre el crecimiento bacteriano.

5.3. PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA LOS EXPERIMENTOS

Segun las determinaciones de las curvas de crecimiento bacteriano en medios de
cultivo con o sin antibidtico, se seleccionaron las bacterias en fase logaritmica de
crecimiento,presentando una densidad Jptica de 0.3 a 0.4. A continuacidén se lavaron
tres veces con PBS estéril para eliminar los restos del antimicrobiano y se prepararon
en PBS suspensiones bacterianas de 10’UFC/ml a partir de los medios con y sin

antibidtico para los ensayos de adhesidn.

5.4. ENSAYO DE ADHESION

Se realizd de igual forma que el ensayo estandar de adhesion pero utilizando

bacterias crecidas en medios de cultivo que contenian distintas concentraciones de

antimicrobiano y las bacterias control que fueron crecidas en medio sin antimicrobiano.
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6. METODO ESTADISTICO

Todos los ensayos fueron realizaron al menos cinco veces. Posteriormente se
procedi¢ a calcular las medias aritméticas y las desviaciones estandar de los resultados

obtenidos en los ensayos de adhesion al catéter.
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Resultadas

1. ADHERENCIA DE S.aureus A CATETERES DE VIALON Y
TEFLON

Las dos cepas ensayadas de S.aqureus presentan diferencias en la adhesion segtin
sea un tipo de catéter u otro. En la tabla 1 - . se puede apreciar que la adhesion,
cuando se ha incubado el catéter con PBS, es mayor en la cdnula de vialén que en la
de teflon. Por el contrario cuando ha sido incubado con fibronectina o con plasma la
adhesidén es mayor para el tefldn que para el vialon.

También podemos apreciar que siempre hay mds adhesion al catéter cuando éste

estd incubado con plasma o fibronectina que con PBS.

s Y P X
" VIALON 25.4 (0.4) 39.1 (0.5) 86.6 (0.7)

Tabla 1: Adhesion de S.aqureus (ATCC 25923) a catéteres de vialon y teflén.

" 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 de S.aureus (aislado clinico) a catéteres de vialdn y teflén.
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2. FACTORES QUE AFECTAN LA ADHERENCIA S.aureus AL
CATETER

2.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ADHESION
AL CATETER INCUBADO CON PLASMA, Pt, SUERO Y St.

Tras la exposicion de S.aureus (aislado clinco y ATCC 25923) a catéteres de
vialdon previamente incubados con distintos medios, se puede apreciar una diferencia de
adhesion (tabla 3 y figura 1). Aparece un mdximo cuando el catéter ha sido incubado
con plasma y un minimo cuando lo ha sido con suero tratado.

Gencralmente con el aislado clinico se observa un aumento de adhesién
ligeramente mayor con respecto a la cepa ATCC 25923, salvo en el caso del suero
donde la cepa ATCC 25923 presentd una adherencia de 47.8% vy el aislado clinico de
57.2%.

En ambas cepas la adhesion del catéter incubado con plasma o con suero es

siempre mayor que cuando se incuba respectivamente con plasma o suero tratado.

e ==y e =
26.0 (0.3) | 88.7(0.6) | 42.5(0.4) | 47.8(0.5) | 3.0 (0.2)
39.0(0.7) | 92.0(0.5 | 48.0(0.3) | 57204 | 11.0(0.5)

Tabla 3: Efecto de la previa incubacién del catéter con plasma, plasma tratado,

suero y suero tratado en la adhesion de S.aureus,
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2.2. DETERMINACION DE LA ADHERENCIA AL
CATETER INCUBADO CON DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE FIBRONECTINA

Segiin se pude apreciar en la tabla 4 y gréfica 2, la adhesidn de §.aureus al
catéter es dependiente de la concentracidn de fibronectina con la que se ha incubado el
catéter hasta llegar a una concentracién de 12.5 pg/ml, a partir de la cual es
practicamente invariable.

El aislado clinico presenta una mayor adhesién, frente a una misma
concentracion, que la cepa ATCC 25923, desde una concentracion de 12.5 ug/ml hasta

los 200 pg/ml, en cambio a partir de 6.2 ug/ml hasta 0.3 pgg/ml la diferencia parece ser
despreciable.

S.aureus | 200 100 50 25 12.5 | 6.25 | 3.12 | 1.56 }0.78 0.39
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi | pg/ml

ATCC | 474 | 474 | 472 | 469 | 46.7 | 323 | 125 | 17.2 | 9.02 | 4.2
©5 |on | on|oy |0yl w0e!l 0!l 0| 0] ©6
Aislado | 70.7 | 683 | 61.9 |61.5 |[61.3 | 384 | 20.1 | 16.8 | 11.4 | 2.8

Clinico | 0.5 | 0.2) | ©.6) 0.9 [©2 | ©3) | 0.2 | ©.8) | ©.7 | ©.5)

Tabla 4: Efecto de la incubacion del catéter con distintas concentraciones de

fibronectina en la ahdesion de S.aureus.
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2.3. ESTUDIO DE DISTINTOS PARAMETROS EN LA AHDESION DE

S.aureus

2.3.1, Efecto del indculo

En las tablas 5 y 6 podemos apreciar los porcentajes de adhesién al catéter
incubado con PBS y plasma en presencia de distintos inéculos de S. aureus.

Los resultados de las dos cepas son comparables, presentando stempre el aisldo
clinico una mayor adhesién . La cepa ATCC 25923 presenta un aumento de adhesion
de un inéculo de 10° a uno de 10°, ya que en el caso del catéter incubado con el plasma

vemos que con un in6eulo de 10° presenta una adhesion de un 52% que aumenta hasta

un 86.3% cuando el indculo es de 10°.

35.4 (0.8) 89.8 (0.7)
28.4 (0.7) 88.9 (0.6)
27.6 (0.3) 86.3 (0.4)
25.8 (0.5) 73.0 (0.5)
25.0 (0.6) 52.0 (0.8)

Tabla 5: Efecto del indculo en la ahdesion de S.aureus ATCC 25923 al catéter,
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e — 0 05 92.4 (0.1)
T ET——— 98 07 88.0 (0.3)
T T | 9.1 0.2 85.1 (0.2)

— T 36.4 (0.8) 81.2 (0.6)
e 3 0 797 0.6

Tabla 6: Efecto del indculo en la adhesion de S.aqureus (aislado clinico) al

catéter.

2.3.2. Efecto de 1a Temperatura

l.a temperatura de incubacién de las bacterias afectd su adhesion. En las tablas
7y 8, que representan los porcentajes de adhesion de la cepa de S.aureus ATCC 25923
y del aislado clinico respectivamente se puede apreciar una adhesion maxima a los 37°C
y una minima a los 4°C. Con una temperatura de 42°C, cuando €l catéter es incubado
con PBS la adhesidén es similar a la temperatura de 37°C, por el contrario, incubando
con plasma la adhesion se ve disminuida marcadamente con respecto a la obtenida a los
37°C y 26°C.
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—

| 255 05 0.8 (0.7) 8.2 (0.3) 17.5 (0.4)

Tabla 7: Efecto de la temperatura en la adherencia de U ATCC 25923 al catéter.

27.5 (0.5) 33.1 (0.5)
~ PLASMA | 312 (0.2) 81.5 (0.4)

28.5 (0.2)
78.8 (0.5)

20.4 (0.5)
20.6 (0.4)

Tabla 8: Efecto de la temperatura en la adherencia de U aislado clinico al

catéter.

2.3.3. Efecto del Tiempo de Incubacién con Plasma y con

Bacterias

Las tablas 9 y 10 representan el porcentaje de adhesion de S.aureus ATCC
25923 y del aislado clinico respectivamente segin el tiempo de incubacion del catéter
con el plasma y con las bacterias.

Podemos observar que cuando la incubacidn con bacterias y con el plasma es de
30 minutos

la adhesién es considerablemente menor que si se aumenta el tiempo de exposicién del
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plasma a 60 6 120 minutos manteniendo fijo a 30 el tiempo de incubacién con las

bacterias. Por otro lado, si aumentamos el tiempo de exposicidn de las bacterias a 60

minutos no influye tanto el tiempo de exposicién del catéter al plasma. Lo mismo ocurre

al aumentar el tiempo de incubacién con las bacterias a 120 minutos donde aparece un

ligero aumento de los porcentajes de adhesion con el tiempo de exposicién al plasma.

Si comparamos la adhesién de las bacterias variando su tiempo de incubacion

de 60 a 120 minutos vemos que cuando el catéter ha sido incubado con plasma hay un

ligero aumento, en cambio cuando es incubado con PBS no se obseva aumento de

adhesion

" PBS | PLASMA

11110 0.5) | 31.0 0.8) 1.6 (©.3) | 65.3 (0.2) [13.1 (0.8) | 68.0 (0.4)
T60min 25002 [75.0 (0.6) [28.6 0.3) [79.0 (0.4) [24.0 (0.6) | 802 (0.6)

Tabla 9: Efecto del tiempo de incubacidén con el plasma y con §.aureus ATCC

25923 en su adhesion al catéter.
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T min
BACTERIASI,_ i pBS PLASMA PBS PLAS MA PBS 1 L A SMA
T30min 15209 | 375 ©7) [17.6 ©05) | 72.1 0.8 |20.1 ©.5) 708 0.2
TG0 min 364 0.5) | 81.0 (0 |38.4 (0.7) | 843 (0.6 |382 ©.D |85 ©.5
T120min [30.2 (0.8) | 823 (0.4) [32.2 (0.5) | 86.4 (0.4) 320 (0.3) |91.2 (0.7)

Tabla 10: Efecto del tiempo de incubacion con el plasma y con . aureus (aislado

clinico) en su adhesion al catéter.

3. EFECTO DE CONCENTRACIONES SUB-INHIBITORIAS DE
ANTIMICROBIANOS EN LA ADHESION DE S.aureus AL
CATETER DE TEFLON Y VIALON

Las tablas 11-18 representan la influencia de las 2CMIs de los distintos

antimicrobianos

en la adhesion de S.aureus (ATCC 25923 y aislado clinico) al catéter previamente

incubado con PBS, fibronectina y plasma.

Las gréficas 7- {4 recogen los porcentajes de adhesion de las 1/2, 1/4 y 1/8 CMIs

de los antimicrobianos fente al catéter incubado con fibronectina y PBS.

Los mayores efectos se aprecian con la 2 CMI y van disminuyendo conforme

se reduce la oncentracion de antimicrobiano,
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3.1. AMPICILINA

La concentracién subhinhibitoria de este antimicrobiano provocd un aumento de
adhesién comparable en los dos tipos de catéteres, teflén y vialén. Aunque cuando el
catéter fue incubado con PBS, en el caso del vialon (cepa ATCC 25923:
30.9%(control)-35.0%) el aumento fue menor que en el caso del teflén (cepa ATCC
25923: 21.5%(control)-58.4%).

Respecto a las cepas estudiadas, ambas presentaron un comportamiento similar

con este antimicrobiano.

3.2. CEFOTAXIMA

Al igual que la ampicilina, la cefotaxima aumentd la adhesion en los dos tipos
de catéteres pero de forma mds marcada. Solo en los casos donde el porcentaje de
adhesidn era elevado ( cepa ATCC 25923 Ampicilina/ Vialén / Plasma: 63.1 % (control)-
097.0% ; Cefotaxima/ vialén/plasma: 63.1% (control)-96.1%) no se precia un aumento
muy marcado.

El aumento de adhesién presentado por el aislado clinico y la cepa ATCC

25923 fue comparable.

3.3. AZITROMICINA

Presentdé un aumento de la adhesion tanto en €l catéter de teflén como en el de
vialdn.

Considerando el catéter incubado con PBS generalmente se observé un aumento
menor en la adhesion con respecto a los catéteres incubados con fibronectina o plasma.

El aislado clinico presenté una mayor adhesion con respecto a la cepa ATCC

25923 cuando el catéter fue incubado con plasma.
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3.4. TEICOPLANINA

El comportamiento de la teicoplanina con los dos tipos de catéteres fue distinto:

-Con vialén disminuy¢ la adhesién.

-Con teflon también disminuyé la adhesion cuando el catéter se incubd con PBS,
mientras que con el catéter previamente incubado con fibronectina o plasma la adhesion
aumento.

La cepa ATCC 25923 present6 un descenso o aumento de adhesidn, segiin fuera
el catéter de teflén o vialén respectivamente, mds acusado que el aislado clinico cuando
los catéteres fueron incubados con fibronectina o plasma (ATCC 25923 Vial6n/
Fibronectina: 56.0%(control)-22.0% vy aislado clinico Vialén/ Fibronectina:
73.2 % (control)-61.4%).

3.5. NORFLOXACINO

Concentraciones bajas de este antimicrobiano provocaron una disminucién en la
adhesion de las dos cepas de S.aureus a los catéteres de teflén y vialén. Presentando un
descenso mayor en el aislado clinico cuando el catéter fue incubado con PBS y por otro
lado con la cepa ATCC 25923 el antimicrobiano apenas influyé en la adhesién
(Teflén:21.5 % (control)-20.1%).

El catéter de vialon incubado con fibronectina presentd una bajada de adhesidén
mds marcada que con plasma en el aislado clinico (fibronectina: 72.5 % (control)-51.2%;
plasma: 68.5%(control)-61.0%).

3.6. TETRACICLINA

Su efecto implica un descenso de adhesién tanto en el catéter de vialén como de
teflon.

En general este antimicrobiano afecté mds al catéter incubado con fibronectina que con
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plasma observdndose el mayor descenso de adhesidn con el aislado clinico cuando el

catéter de vialdn se incubd con fibronectina: 74.5 % (control)-33.3%.

3.7. CLINDAMICINA

Al igual que la tetraciclina este antimicrobiano también provocé una disminucidn
de la adhesién en ambos catéteres.

Con el catéter de teflén incubado con plasma se observd una bajada en la
adhesion menor que en el caso del vialdn en ambas cepas : aislado cifnico ( teflon:
75.0%(control)-68.0%; vialén: 68.5%(control)-41.7%) y ATCC 25923 ( teflon:
60.8 % (control)-55.9%; vialon: 63.1%(control)-17.2%).

3.8. KANAMICINA

La kanamicina entre todos los antimicrobianos utilizadosfue el tinico que a bajas
concentraciones no afecté de forma significativa la adherencia de S.aureus al catéter de

teflén o vialon en ninguna de las dos cepas estudiadas.
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T
130907 | 65.002) | 63.1002) | 21.504) | 55.806) | 60.800.6)
1135.000.5) | 88.6(0.6) | 97.0003) | 58.4(0.3) | 79.4(0.2) ) 89.9(0.5)
M 40200.5) | 75.90.5) | 68.500.5) | 48.5005) | 72.3005) | 75.0(0.6)
149,103 | 97304 | 98.8(0.6) [ 752(0.4) | 85.3¢0.6) | 89.3¢0.9)

Tabla 11: Efecto de la 4 CMI de ampicilina sobre la adhesion de S.aureus

57.000.6) | 63.1(0.4) | 21.5(0.3)
173.10.5) | 81.3(0.5) | 96.10.3)
74.3(0.2)
96.6(0.4)

55.8(0.5) | 60.8(0.2)
61.6(0.3) | 82.6(0.1) | 85.8(0.3)
68.5(0.4) | 48.5(0.7) | 72.3(0.8) | 75.0(0.4)
97.5(0.6) || 81.3(0.4) | 91.3(0.6) | 88.3(0.4)

Tabla 12: Efecto de la 2 CMI de cefotaxima sobre la adhesion de S.qureus
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PBS >

263006

53.1(0.6)

21.5(0.6)

55.8(0.4)

60.8(0.7)

42.1(0.7)

68.2(0.1)

63.2(0.2) i

27.00.4)

74.3(0.2)

78.9(0.3)

46.5(0.3)

73.5(0.6)

ﬁ68. 5(0.5)

7’1.3(0.6)121

48.5(0.9)

72.3(0.4)

75.0(0.2)

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 adhesion de S.aureus

22.5(0.4)

| 56.0(0.3)

63.1(0.5)

21.5(0.3)

55.8(0.5)

60.8(0.2)

19.5(0.3)

22.004)

28.5(06)

15.4(0.4)

73.9(0.4)

84.3(0.7)

1478002

73.2(0.5)

68.5(0.4)

48.5(0.2) ]

72.3(0.6)

75.0(0.6)

441009

61.4(0.4)

72.3(0.7)

31.1(0.7)

81.9(0.4)

80.2(0.4)
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T
21.5(0.4) | 55.3(0.3) | 60.8(0.4) |
20.1(0.2) | 44.5(0.5) | 46.10.2)
48.5(04) | 723(0.4) | 75.000.4) |
35.0(0.3) | 61.0(0.4) | 60.8(0.2)

T

225(0.5) | 47.0(0.3) | 63.1(0.2)
19.4(04) | 31.000.1) | 23.9(0.2)
43.0(0.2) | 72.5(0.4) | 68.5(0.4)
32.0(0.5) | 51.20.1) | 61.0(0.7)

Tabla 15: Efecto de 1a 2 CMI de norfloxacino sobre la adhesion de S.aureus

b oeBS { O FN | oRL | CPL

Control ] 23.4(0.4) } 48.0(0.4) | 63.1(0.5)) 21.5(0.1) | 55.8(0.3) | 60.8(0.2)
' Tetrac. 6.1(02) {130(0.7) |28.204)§ 11.5(0.3) | 39.9(04) | 49.20.2)
139.3(0.7) | 74.5(0.6) | 68.5(0.2) || 48.5(0.9) | 72.3(0.3) | 75.0(0.7)
17.8(0.5) | 33.3(0.4) { 55.2(0.8)f| 23.0(0.4) #58_1(0.3) 65.2(0.3)

i

Tabla 16: Efecto de la 14 CMI de tetraciclina sobre 1z adhesion de S.aureus
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1.3

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)

48.2(0.5)

19.6!0.5!

68.8(0.6)

17.2(0.4)
68.5(0.3)

19.4(0.2)

48.5(0.4)
1

37.5(0.3)

72.3(0.5)

55_9! 0.4!

75.0(0.5)

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 2 CMI de clindamicina sobre la adhesion de S.qureus

-

24.5(0.5) | 47.0(0.2)

63.1(0.6)

21.5(0.3)

55 8(0.7)

60.8(0.2)

2103

‘Control || 41.3(0.8)

47.3(0.2)
70.8(0.6)

| 47.5(0.4)

28.9(02)_

54.6(0.3) |

59.9(0.6) |

68.5(0.3)

48 5(0.4)

72.3(0.4)

75.0(0.6)

{407004) | 73.200.4)

69.5(0.2)

-l

45.0(0.3)

74.2(0.5)

77.0(0.4)

Tabla 18: Efecto de la ¥2 CMI de kanamicina sobre la adhesion de S.aqureus
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4. ADHERENCIA DE S.epidermidis A CATETERES DE TEFL.ON
Y VIALON

La tabla 19 presenta la adherencia de S.epidermidis ATCC 12228 y aislado

clinico a los catéteres de teflén y vialén.

Los resultados nos muestran que las proteinas, tanto la fibronectina como otras

proteinas plasmdticas, no proporcionan una diferencia de adhesidén con respecto al

catéter incubado con PBS. Tampoco se observé diferencias significativas de adherencia

entre ambos tipos de materiales. La cepa ATCC 12228 presenta practicamente la misma
adhesion al catéter de teflon que al catéter de vialon (PBS: 23.8% y 22.1%). El aislado

clinico presentd un ligero aumento de adhesién con el catéter de vialén respecto al de

teflon. Con respecto a la cepa ATCC 25923, el aislado clinico presenté una mayor

adhesion a ambos tipos de catéteres.

| pLas

FN | PLASMA |
22,1 (0.3) [20.8 (0.2) |21.9 (0.6)|| 23.8 (0.4) |22.9 (0.3) | 23.5 (0.3)
25923
TAislado | 40.1 (0.8) | 40.0 (0.4) | 39.2 0.8)] 35.1 (0.7 |34.9 (©.6) |36.0 (0.2)
Clinico

Tabla 19: Adherencia de S.epidermidis a catéteres de vialdn y de tefldn.
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S.EFECTO DE CONCENTRACIONES SUB-INHIBITORIAS DE
ANTIMICROBIANOS SOBRE LA ADHESION DE
S.epidermidis AL CATETER DE TEFLON Y VIALON

Las tablas 20-27 recogen los porcentajes de adhesion de §.epidermidis (ATCC
12228 y aislado clinico) crecido en presencia de las 2 CMIs de los antimicrobianos.

Al igual que $.qureus, este microorganismo presentd diferencias de adhesidn
segun el tipo de antimicrobiano empleado, aunque los efectos no siempre coinciden con
aquellos observados con S.aureus:

-Los antimicrobianos que aumentaron la adhesion correspondieron a aquelios que
actian sobre la pared bacteriana como cefotaxima, ampicilina y teicoplanina.
Presentando la mayor adhesion con la cefotaxima (34.3%) y la menor con la
teicoplanina .

-Dentro de los antimicrobianos que disminuyeron la adhesién de S.epidermidis
se encuentran los siguientes: tetraciclina, clindamicina, norfloxacino y azitromicina ( a
diferencia de S.aureis que con este antimicrobiano presentd un aumento en la adhesién).
La mayor inhibicion de la adhesion se observé con la clindamicina, seguida de la
tetraciclina.

-La kanamicina no afecté la adhesion, obtniendose resuitados similares a los

encontrados con S. aureus.
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M,j;ATEé*ﬁ-.fﬁ

20.9 (0.2)

22.7 (0.5)

37.2 (0.5)

31.5 (0.4)

ontrol

36.5 (0.4)

29.5 (0.2)

45.4 (0.4)

49.3 (0.8)

Tabla 20: Efecto de la '4 CMI de ampicilina en la adhesién de S.epidermidis

E%ﬁﬁf&wmx

. romreT——

20.9 (0.4)

22.7 (0.4)

455 (0.2)

57.0 (0.6)

T T T T
Control

36.5 (0.4)

29.5 (0.3)

56.4 (0.6)

68.0 (0.5)

Tabla 21: Efecto de la ¥z CMI de cefotaxima en la adhesién de S.epidermidis
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20.9 (0.2)

22.7 (0.7)

" “Azitromicina

17.0 (0.4)

19.1 (0.6)

36.5 (0.6)

29.5 (0.4)

s

30.8 (0.2)

25.1 (0.3)

Tabla 22: Efecto de la 2 CMI de azitromicina en la adhesion de S.epidermidis

"TEFLON

20.9 (0.3)

22.7 (0.3)

Teicoplanina

23.3 (0.5)

26.5 (0.5)

— Contr()]

36.5 (0.6)

29.5 (0.5)

~ Teicoplanina =~

40.9 (0.2)

31.3 (0.4)

Tabla 23: Efecto de la 2 CMI de teicoplanina en la adhesion de S.epidermidis
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VIALON

20.9 (0.6)

22.7 (0.2)

18.0 (0.4)

16.3 (0.6)

Contml —

36.5 (0.3)

29.5 (0.6)

19.8 (0.4)

13.2 (0.7

Tabla 24: Efecto de la 2 CMI de norfloxacino en la adhesion de S.epidermidis

VIALON

TEFLON

20.9 (0.7)

22.7 (0.2)

Tetraciclina

14.0 (0.2)

11.7 (0.4)

36.5 (0.3)

29.5 (0.6)

22.5 (0.4)

18.5 (0.5)

Tabla 25: Efecto de la 2 CMI de tetraciclina en la adhesion de S.epidermidis
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T

20.9 (0.2)

22.7 (0.3)

13.9 (0.3)

8.12 (0.5)

SRR

36.5 (0.5)

29.5 (0.6)

" Clindamicina

5.9 (0.8)

5.7 (0.4)

Tabla 26: Efecto de la Y2 CMI de clindamicina en la adhesion de S.epidermidis

P

T R

20.9 (0.3)

22.7 (0.3)

rrerwerrmerm—

22.0 (0.6)

21.6 (0.6)

~ "Kanamicina

36.5 (0.8)

29.5 (0.4)

- Kanamicina

35.7 (0.2)

27.2 (0.5)

Tabla 27: Efecto de la 2 CMI de kanamicina en la adhesion de S.epidermidis
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CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

" Clindamicina |  0.12 0.25 0.25 0.12

et | 025 0% o ]

" Norfloxacino I 1 I 0.25

Tabla 28: Concentraciones minimas inhibitorias frente a las cuatro cepas de
S.aureus y de S.epidermidis
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Resulrados

Efecto de plasma y suero sobre la adherencia de
S.aureus a catéteres de vialdn

Porcentajes de adhesién
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Figura 1. Plasma(P), Suero{S), Plasma Tratado(PT), Suero Tratado(ST)}
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Resultados

Efecto de la fibronectina en la adherencia de
S.aureus a catéteres de vialén

Porcentajes de adhesién
80

60

20

0
0.4 1.5 6.2 25 100 200
[Fn] mcg

—~ Aislado clinico -+ ATCC 25923

Figura 2.
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Resultados

Efecto del in6culo sobre la adherencia de S.aureus
a catéteres incubados con plasma o PBS

Porcentajes de adhesién

100

80

60" - - -

1E+ 05 1E+ 06 1E+ O7 1E+ O8 1E+ 09
UFC

= A.C./plasma + A.C./PBS * ATCC/plasma = ATCC/PBS

Figura 3.
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Resultados

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

Porcentajes de adhesién

100

4 26 37 42

Temperatura (°C}

~ A.C./plasma T A.C./PBS ¥ ATCC/plasma ™ ATCC/PBS

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 adhesién

8oy 7T :f-' .
BOf- st

40} s

Dt s e

30 60 120

Tiempo en min.

~A.C./Plasma -+ A.C./PBS * ATCC/Plasma = ATCC/PBS

Figura 5. Tiempo de incubacién con Plasma
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Resultados

Efecto del tiempo sobre la adherencia de S.aureus
a catéteres incubados con Plasma o PBS

Porcentajes de adhesion
100 T T T T T

30 60 120

Tiempo en min.

~ A.C./Plasma -+ A.C./PBS ¥ ATCC/Plasma ™ ATCC/PBS

Figura 6. Tiempo de incubacién con bacterias
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Resultados

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

Forcentajes de adhesién

4] 1/8 1/4 1/2
CMi

Ampicilina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin) a cat. de
vialén incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

/“
120 Mras FIFN
oopt M """"""""
80 PP e s e st e e o i i e e ey e e - =t
eoflt T
40 AT e e e e A — S —————ERERENEEEC T e
ol T
e I
0 1/8 1/4 1/2
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Figura 7.
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Resultados

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

Porcentajes de adhesion

100 | EprRs ZBFﬂ

80

60

40

20

CMI

—
Cefotaxima: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A. Clin) a cat. de
vialon incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

—
120 (] EMras [AFN
100(i] T e
| . T
80
sofil e
| e
sl
7 i
0
0 1/8 1/4 1/2
cM
Figura 8.
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Resultados

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

Porcentajes de adhesién

80| @MPBS IOFN
70

60

50

40

30

20

CMmi

Azitromicina: efecto sobre la adherencia de S agureus(A.Clin) a cat. de
vialon incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

100 MrBs FAFN
LTI M
ol (] ﬂ
5
60
wlll
ol 7T
L ]
0 | S i
0 1/8 1/4 1/2
CMi
Figura 9.
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Resultados

Teicoplanina: efecto sobre la adherencia de S.aureus{ATCC) a cat. de
vialén incubados con PBS o Fn

60

50

40

30

20

i0

A<

Porcentajes de adhesién

Wres IFN

1/8 1/4 1/2
CMI

Teicoplanina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin) a cat. de}
vialén incubados con PBS o Fn

—

80

60

40|l

20

Porcentajes de adhaesion
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Figura 10.

Mres FAFN

1/8 1/4 1/2
CMi
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Resultados

Norfloxacino:; efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC} a cat. dj

vialén incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

50 (1

M res FAFN

....................................

40

30

20

10

o 1/8 1/4 1/2
CMI

Norfloxacino: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin) a cat. de
vialon incubados con PBS o Fn

FPorcentajes de adhasion

80

sofll T T T

Yoy L e
ol

i Wres FIFN
o A
0 1/8 1/4 1/2
CMI

Figura 11.
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Resuitados

Tetraciclina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC) a cat. dew
viaion incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesién

50 ({! MrBs [ZFN

40

30

20

10

0 1/8 1/4 1/2
CMI

| Tetraciclina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin} a cat. de
L vialon incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

M res [JFN

G 1/8 1/4 1/2
CMmI

Figura 12.
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Resultados

Clindamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus{ATCC) a cat.
de vialon incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesién

60 MPRs JFN

CMI

Clindamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin) a cat. de
vialén incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

80 Wres IFN

CMI

Figura 13.
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Resultados

[ Kanamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(ATCC) a cat. de
vialon incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesion

60| Mras IIFN

50

40

30

20

10

0 1/8 1/4 1/2
CMI

Kanamicina: efecto sobre la adherencia de S.aureus(A.Clin) cat. de
vialén incubados con PBS o Fn

Porcentajes de adhesién
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=
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Figura 14,
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Resultados

[ \
| Efecto de 1/2 CMI de antimicrobianos sobre la
adherencia de S.aureus a catéteres de vialon

Porcentajes de adhesion

120/ .Tetraciclina 2 clindamicinaico Teicoplanina
: Norfioxacino [l kanamicina [D]] Azitromicina
% cefotaxima /A Ampicitina D Control

WX
1) Y

100

[T T TN .

Plasma

Incubaciéon de catéter

Figura 15. S.aureus Aislado Clinico
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Resulrados

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

Porcentajes de adhesidn

120 ¢ . Tetraciclina Clindamicinaico Teicopianina

Norfloxacino Kanamicina [D]] Azitromicina

B4 Cefotaxima Ampicilina D Control

100

go; |

| T PR

60

R

i
N
3%

Fn Plasma

e Aol

Incubacion de catéter

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

1.1. TIPOS DE CATETERES

Para nuestro estudio hemos utilizado dos tipos de catéteres de distinto material:
Cénula de teflon (Terumo) de 25 x 0.8 milimetros y cdnula de vialéon de medidas
idénticas. Son miiltiples los estudios que han sido realizados con catéteres de distinta
composicion, entre los materiales mds frecuentemente estudiados se encuentran el
teflon, material pldstico ampliamente distribuido en el medio hospitalario (125,126).
También, en trabajos mds recientes aparece el vialén (127) considerando que es un
material recientemente introducido exclusivamente para uso médico por sus propiedades

de flexibilidad.

Teniendo en cuenta que generalmente son los catéteres centrales los que pueden
ocasionar complicaciones mas o menos graves (128-13(), en este trabajo hemos

utilizado catéteres periféricos como representativos del tipo de material.

1.2. RECUENTO DE COLONIAS

La determinacién de la adherencia bacteriana al catéter ha sido realizada por
recuento de colonias en placa petri; técnica que ha sido seguida por diversos trabajos
de investigacién (131,132) ya que presenta la ventaja de ser una técnica econdmica,
conservando un margen aceptable de fiabilidad, auque podemos destacar la menor
sensibilidad que supone con respecto al uso de contadores de centelleo que permiten el

recuento de bacterias marcadas radiactivamente (49,133).
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1.3. PLASMA Y FIBRONECTINA HUMANA PURIFICADA

Las infecciones asociadas a dispositivos intravasculares son una importante fuente
de complicaciones nosocomiales (134-137). El mecanismo por el cual la colonizacién
y subsecuentemente la infeccién del catéter se desarrolla no se conoce exactamente,
aunque si se sabe que las proteinas que se encuentran en el torrente sanguineo

intervienen en este proceso.

Al igual que en nuestro trabajo, otros estudios han utilizado el plasma (138,49),
procedente de un “pool” de sangre de voluntarios sanos, para valorar el efecto de las

proteinas en su conjunto sobre la adhesion al catéter de diversos microorganismos.

Como proteina especifica que puede intervenir en esta adhesién hemos trabajado
con la fibronectina humana purificada proporcionada por Sigma, también utilizada por
otros autores (44,49,138) previamente obtenida por afinidad cromatografica en gelatina-

sefarosa.

1.4. ELIMINACION DE LA FIBRONECTINA POR
ANTICUERPOS

La eliminacién de la fibronectina del plasma o del suero se puede realizar
mediante cromatografia en gelatina-sefarosa, basandose en la afinidad que presenta dicha

molécula por la gelatina, técnica empleada en diversos estudios (50,133,139).

En nuestro trabajo nos hemos basado en una reaccién inmunoquimica con
anticuerpos especificos de origen animal elaborados mediante inmunizacién para
eliminar la fibronectina. Consideramos que la ventaja de este método frente a otros es

la alta especificada que proporciona la interaccién antigeno-anticuerpo.
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1.5. CRECIMIENTO BACTERIANO CON SUB- CMIs DE
ANTIMICROBIANOS

El crecimiento bacteriano en presencia de concentraciones subinhibitorias de los
distintos antimicrobianos se llevé a cabo en agitaciones de 150 rpm, lo cual implicé un
incremento de la velocidad de crecimiento con respecto a las determinaciones de las
CMIs llevadas a cabo sin agitaciones, con un periodo de incubacién de 18 a 24 horas

(“overnight”}, ésta diferencia no ocasioné un cambio en los valores de las CMIs.

Por otro lado, considerando que distintos antimicrobianos a concentraciones bajas
pueden provocar cambios morfolégicos en las bacterias (103,107-109, 140)
(elongaciones, mala separacién del septo...) y que esto puede conllevar a errores en el
recuento bacteriano, se compar6, partiendo de una misma turbidez, el recuento de las
bacterias tratadas con antimicrobianos y las bacterias control (sin antimicrobianos) y se

comprobd que en ambos casos fuera idéntico.

La turbidez medida por espectrofotometria guardé relacién directa con el
crecimiento bacteriano y con el niimero de bacterias (141). En las figuras 16 y 17 se
puede apreciar como ¢l crecimiento bacteriano con sub- CMIs sufrid un retraso con

respecto al control y este hecho se aprecia de forma mds marcada con la 2 CMI.

2. ADHERENCIA A CATETERES DE TEFLON Y VIALON

En 1963 Gristina y Rovere realizaron una serie de experimentos “in vitro” que
mostraron la propagacién y el aumento del crecimiento bacteriano a lo largo de las
superficies de biomateriales (142). Gristina propuso que el biomaterial proporcionaba

un sustrato inerte favorabie para el crecimiento bacteriano (143).
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En 1978 hipotetizé que sus encuentros in vitro del aumento del crecimiento de
patégenos en las superficies de biomateriales, tanto como la colonizacién del biomaterial
“in situ” por bacterias de origen hemdtico o quirtirgico puede ser explicado en términos

de adherencia bacteriana (144).

Teniendo en cuenta que las infecciones relacionadas con catéteres intravenosos,
intraarteriales e intraperitoneales han llegado a ser importantes infecciones adquiridas
en el hospital y que son los estafilococos, predominantemente coagulasa negativos (145),
pero también S.aureus (146,147), los principales causantes de estas infecciones, es
importante considerar que unos de los primeros pasos para que se establezca dicha
infeccién podria ser la adherencia de las bacterias al material, generalmente pldstico,

que presentan los catéteres.

La adhencia de los estafilococos coagulasa negativos a distintos dispositivos
médico-quirirgicos han sido ampliamente estudiada, disefidndose incluso métodos para

valorarla (79-83).

Para que se establezca una colonizacién microbiana es necesario la instauracién

de cuatro pasos previos:

Transporte de las bacterias hasta la superficie que se ha de colonizar,
adherencia inicial o adhesion, fijacion del microorganismo y finalmente colonizacion,
donde una vez adheridas las bacterias comienzan a dividirse llegando a formar

microcolonias.

En estos cuatro procesos intervienen numerosos elementos que pueden influir en

el proceso de colonizacién del biomaterial.

Locci, Peters y Pulverer (148) proponen tras estudiar por microscopia electronica
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la superficie de diferentes catéteres y detectar frecuentes irregularidades en la superficie
de las muestras examinadas que éstas podrian actuar como lugares potencialmente
favorecedores de la adhesion bacteriana en un primer momento. Posteriormente,
trabajando con inoculos de bacterias aitos o con perfusiones durante largos periodos de
tiempo de bacterias sobre el catéter a estudiar se observg que también se puede llegar

a colonizar las partes lisas del catéter (149),

Diversos estudios planteaban una estrecha relacion entre la hidrofobicidad
bacteriana y la adherencia (48,150-152), ya que tanto los materiales pldsticos como la
superficie bacteriana presentan diverso grado de hidrofobicidad. Pero parece ser que

estudios mds recientes se plantean la inexistencia de tal relacidn (153,154).

El slime es una sustancia polimérica extracelular amorfa y poco compacta,
estructuralmente compuesta por distintos elementos como pueden ser hidratos de
carbono, proteinas, glicerol, fosfatos y otros compuestos no identificados (155-158).
Esta producido por diversas bacterias, entre ellas, S.aureus y S.epidermidis donde se ha

estudiado ampliamente (154,155-158).

Este compuesto ha sido asociado con una tendencia a causar infecciones en
pacientes con dispositivos protésicos (159-165), puesto que facilita la adherencia, aunque
existen divergencias sobre este respecto y en algunos trabajos como el llevado a cabo
por Falcieri se encontré que la temprana produccién de exopolimeros de las bacterias
no influyé en su adhesion al biomaterial (166), también favorece la persistencia
bacteriana, protege a las bacterias de las defensas del huésped y de la accion de los

antimicrobianos (155,167,168).

La presencia del slime ha sido constatada por diversos trabajos (159,169,170)
y observaron que los estafilococos coagulasa negativos adheridos a catéteres, sobre todo

en las irregularidades de la superficie del pldstico, estaban rodeados de un material
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difuso y amorfo que cubria toda la superficie del pldstico.

Por otro lado, no solo es importante tener en cuenta en el proceso de adhesion
factores que correspondan a la bacteria y al biomaterial como sustrato sobre el cual se
van adherir los microorganismos, es preciso considerar el medio en el cual el dispositivo
intravascular se encuentra suspendido una vez colocado en el paciente, de este modo las

proteinas del huésped pueden desempefiar un importante papel en la adhesion.

Una vez introducido en el torrente sanguineo el catéter, éste se recubre casi
inmediatamente de una capa acondicionadora formada por distintas proteinas,
especialmente por fibrina y fibronectina (44,171). Estas glicoproteinas pueden intervenir

en el proceso de adhesién al dispositivo (44,47).

En nuestro estudio de adhesion a catéteres de vialén y teflén con las distintas
cepas ensayadas hemos observado diferencias en cuanto a un tipo de catéter o a otro se
refiere, presentando siempre un mayor efecto del aislado clinico respecto a la cepa

ATCC.

Cuando los catéteres fueron incubados en PBS comprobamos una menor adhesion
en el catéter de teflén que en el de vialdn tanto para S.epidermidis como para S.aureus,
solo el aislado clinico de S.aureus presenté menor adhesion con el catéter de vialén.
Lopez-Lopez y cols.(127) estudiaron la cinética de adhesion de un aislamiento de
S.aureus y de S.epidermidis entre otras bacterias a catéteres de diferentes materales
pldsticos . En su estudio observaron una menor adherencia de S.epidermidis al catéter
de teflén con respecto al de vialoén, mientras que con S.gureus la menor adhesién fue
obtenida con el catéter de vialén. Al igual que Ldpez-Lépez, en nuestro estudio

S.epidermidis presenté menor adhesién al tefldn.

Por otro lado, también sus hallazgos coinciden con respecto a S.aureus en el caso
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del aislado clfnico que presenta menor adhesion al vialén que al teflon tanto en su
estudio como en el nuestro, en cambio con la cepa ATCC 25923 obtenemos una
adherencia mayor al vialén que al teflén. Esta diferencia que obtenemos entre las dos
cepas probabicinente sea explicada por posibles diferencias de hidrofobicidad en la
superficie celular bacteriana, ya que las fuerzas hidrofobas que se establecen entre la
superficie del catéter y de la bacteria pueden favorecer la unién inespecifica entre ambas

(172,173).

Segiin nuestros datos y a la vista de los trabajos revisados podemos constatar que
el tipo de material utilizado en la fabricacién del dispositivo intravascular es importante
en la adherencia de las bacterias y que junto a las mejoras que supone la bisqueda de
materiales menos flebitogénicos o0 mds flexibles (ventaja que presenta el vialén frente
al teflon) seria necesario evalvar la capacidad de adhesion de los microorganismos a

estos materiales y evitar en lo posible que se produzca tal circunstancia.

La adherencia de las bacterias a catéteres incubados en PBS supone una
simplificacién de los acontecimientos que ocurren “in vivo”, puesto que los catéteres
una vez colocados en el paciente son répidamente recubiertos por diferentes proteinas,
fluidos y células. Por esta circunstancia los catéteres también fueron incubados con
plasma para valorar el efecto de las proteinas plasmadticas sobre la adhesion a los dos
tipos de catéteres y con fibronectina para comprobar en que medida afecta a la adhesién
de los microorganismos, pues se sabe que esta glicoproteina, junto a otras, es depositada
en la superficie de los dispositivos vasculares y que ademds la molécula presenta
receptores para S.aureus (43) y por otro lado también se ha comprobado que constituye

un factor importante en la adhesion (45,44).

Cuando se valoro la adherencia de S.aureus al catéter incubado con fibronectina
o plasma fue mayor que la obtenida con PBS en ambos tipos de catéteres, por el

contrario con S.epidermidis no se observé una diferencia en la adhesion.
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Los datos correspondientes a S.epidermidis nos sugieren que €l conjunto de las
proteinas plasmdticas incluida la fibronectina no promueven la adhesién de este
microorganismo al biomaterial estudiado. Estos resultados estdn en concordancia con
los obtenidos por Eugene Muller y cols. (175) que estudiaron la adherencia de distintos
aislados de estafilococos coagulasa negativos a catéteres incubados con proteinas de la

sangre “in vitro” e “in vivo” tras su insercidn en voluntarios o pacientes hospitalizados.

Ellos detectaron que el depdsito “in vitro” de componentes de la sangre en
biomateriales pldsticos no promovieron significativamente la adherencia, incluso en
algunos experimentos se redujo la adhesion cuando los catéteres estaban recubiertos de

las proteinas.

La explicaciéon por la cual en nuestros resultados no hemos encontrado
diferencias de adhesion entre los catéteres incubados con PBS y los expuestos a plasma
y fibronectina puede basarse sobre la estrecha relacion que existe entre la hidrofobicidad
y la adherencia de los estafilococos cuagulasa negativos (48, 138) . Es posible que al
recubrirse con protefnas la superficie del catéter queden cubiertos los grupos
hidrofdbicos del material, pero este hecho puede estar compensado con la presencia de
las proteinas también hidrofébicas del plasma que sirvan de puente de unidén entre la
superficie del catéter y la bacteria en el paso inicial de la adhesién. Un mecanismo

similar ocurriria con la fibronectina.

Con respecto a los datos obtenidos con S.aqureus donde la fibronectina y
principalmente el plasma favorecen la adhesion al catéter ha sido observada por

numerosos estudios (44,138,176).

El plasma aumenté la adherencia en mayor grado que la fibronectina en ambos
tipos de catéteres. Ya que ciertas proteinas plasmadticas, como el fibrindgeno, la

fibronectina y la laminina (44,45,138) entre otras, son depositadas en la superficie de
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derivados protésicos y tienen la capacidad de fijar bacterias como S.aureus, es légico
pensar que el plasma que contiene gran numero de estas glicoproteinas (especialmente
fibrindgeno) ofrezca mds posibilidades de adhesién a las bacterias que cada proteina por

separado.

La fibronectina segiin nuestros datos favorece considerablemente la adherencia
de S.aureus al catéter. Sobre a este respecto existen trabajos contradictorios, el llevado
a cabo por Ambrose (138) en el que estudia diversos factores implicados en la
adherencia de S.aureus a varios materiales de catéteres encuentra que, tras incubar
fragmentos de catéteres de 6.5 cm con 4 ml de una solucién de fibronectina de 25ug /ml
durante 15 minutos e incubar con bacterias, la fibronectina apenas afecta la adherencia
, por otro lado Vaudaux (176) que realizé un estudio con el fin de definir el papel del
fibrindgeno/fibrina y de la fibronectina en la adherencia de S.aureus a catéteres venosos
centrales, ademds de estudiar la cantidad, integridad quimica, y actividad bioldgica de
estas proteinas adsorbidas en los dispositivos insertados, muestra que la fibronectina
como molécula intacta o bien fragmentos de ella a pesar de estar presente en cantidades
mads bajas que la fibrina/fibrinégeno promueve activamente la adhesion de S.aureus.
Vaudaux explica un bajo efecto adhesivo del fibrindgeno en cdnulas insertadas
relaciondandolo con una ruptura proteolitica de esta glicoproteina detectada por SDS-
PAGE e “immunoblots” con anticuerpos antifibrindégeno y posteriormente confirmada

por estudios in vitro con fragmentos purificados de la proteina (176).

En general podemos concluir considerando que en }a patogénesis de la infeccion
en dispositivos intravasculares por estafilococos es importante el estudio de las
caracteristicas del catéter, en cuanto a su composicion se refiere, ya que puede influir
tanto en la adherencia directa del microorganismo, como en la adsorcién de las
proteinas del plasma, las cuales, a su vez podrian favorecer o no la adherencia de las
bacterias de forma inespecifica o especifica por unién de moléculas localizadas en la

superficie bacteriana.
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3. FACTORES QUE AFECTAN LA ADHERENCIA DE
S.aureus AL CATETER

3.1. INCUBACION CON PLASMA, PLASMA TRATADO,
SUERO Y SUERO TRATADO

Como ya se ha comentado las proteinas plasmdticas depositadas en el catéter
juegan un significante papel en la adherencia estafilocdcica, principalmente en §.aqureus
(176). Distintas proteinas como fibronectina, fibrinégeno, coldgeno, laminina o

(13

vitronectina promueven la adherencia de forma individual cuando son adsorbidas “in

vitro” en superficies poliméricas (44,45,176).

En este trabajo se ha pretendido valorar el efecto de la fibronectina en la
adherencia de S.aureus al catéter aproximandonos lo mds posible a una situacién “in
vivo” donde el catéter estd en contacto con todas las proteinas plasmadticas en su
conjunto y es posible que en esta situacién las proteinas por interacciones o situaciones

de competitividad puedan influir en la adherencia de distinta manera.

Para ello incubamos los catéteres con plasma y con plasma sin fibronectina
mediante tratamiento con anticuerpos especificos antifibronectina. Encontramos que la
adhesion debida a la fibronectina fue del 46.2% en la cepa ATCC 25923 y del 44.0%

para el aislado clinico.

También incubamos catéteres con suero donde la concentracion de fibronectina
ha disminuido entre un 20% y un 50% con respecto al plasma (177,178) y en ensayos
paralelos utilizamos suero libre de fibronectina, por previa eliminacién con anticuerpos,
obteniendo un 44.8% para la cepa ATCC 25923 y un 46.2% para el aislado clinico,

resultados que son similares al caso anterior, donde empleamos plasma.
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Estos datos sugieren que la fibronectina supone un factor importante en la
adherencia de S.aureus al catéter, influyendo en aproximadamente un 45% en la
adhesién de este microorganismo al catéter, ademds la bajada de fibronectina en el suero
con respecto al plasma entre un 20% y un 50% no supone un descenso de la adherencia
de S.aureus al catéter y por ditimo la presencia de fibrindgeno se puede considerar que

no afecta la adherencia de S.aureus debida a la fibronectina.

3.2. DISTINTAS CONCENTRACIONES DE FIBRONECTINA

Hemos estudiado como afecta las distintas concentraciones de fibronectina en la
adherencia de S.qureus con el fin de utilizar en nuestros ensayos aquella concentracion

que nos proporcionard la mejor adherencia.

Los resultados obtenidos nos muestran que la adherencia no varia entre 200
pg/ml y 12.5 pg/ml, a partir de la cual, la adhesién comienza a disminuir conforme
bajamos la concentracion de fibronectina, estos datos nos hacen considerar la adsorcidn
de la fibronectina un proceso saturable y dosis-dependiente que tras adsorberse una
determinada cantidad se satura la superficie expuesta y como resuitado no es posible una
mayor adhesion de las bacterias. Vaudaux y cols. (52) encontraron una situacion similar

al estudiar la adsorcién de la fibronectina en polimetilmetacrilato.

El aislado clinico presentd mds adherencia que la cepa ATCC 25923 hasta legar
a valores bajos de fibronectina, donde apenas apareci¢ diferencias entre ambas cepas.
Esto puede explicarse si consideramos que la cantidad de fibronectina adsorbida es lo
suficientemente baja como para que 1a presencia de un mimero mayor de receptores en

el aislado clinico, para ciertas proteinas plasmaticas, permitan una mayor adhesién (43).

Para los posteriores ensayos realizados con fibronectina purificada hemos

utilizado una concentracién de 100 ug / ml, ya que segin este estudio nos asegura una
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gptima adherencia bacteriana mediada por la fibronectina. Otros trabajos utilizaron
concentraciones inferiores de 50 pg/ml (133) y de 25 pg/ml (52), visto la diferencia de

metodologia.

3.3. INOCULO

En nuestro estudio hemos comprobado que la adhesién aumenta ligeramente
conforme aumentamos el indcule de partida, principalmente cuando el catéter ha sido

previamente incubado con plasma.

El indculo es un factor importante a la hora de establecer modelos animales de
infeccion. Se define la ID* como la dosis infecciosa necesaria para infectar al 90% de
los animales (179,180). Navamar y cols. us6 inéculos de 10°a 10* UFC para infectar
ratones neonatales intracerebralmente y establecer el 50% de la dosis letal de las cepas

utilizadas (181).

La presencia de cepas mds 0 menos virulentas también implican una variacién
del in6culo para producir la infeccién, asi, Lowy y cols. (182) emplearon un indculo
de 3.5 x 10° UFC por via intraperitoneal para producir peritonitis en ratones. Por otro
lado Ichiman y Yoshida (183) encontraron 14 cepas de 380 aislados clinicos que

produjeron peritonitis con un inéculo de 10°.

La presencia de dispositivos intravasculares permite que se establezca una
infeccién con un indculo mds bajo al que serfa necesario en ausencia del material
protésico (134), este fenémeno pude ser debido a las posibles interferencias que presenta

el cuerpo extrafio en la eliminacion del microorganismo por las defensas del hospedador.

Siempre es importante tener en cuenta que los indculos utilizados en trabajos “

in vivo” que van a ser inyectados en el torrente circulatorio nunca van a coincidir con
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el nimero de bacterias reales que circulan en sangre (184-186) y por tanto €l nimero
de microorganismos encontrado en el lugar de la infeccién serd mucho menor debido
al fendmeno pasivo de hemodilucion y a otro activo de aclaramiento por el sistema

reticulo endotelial.

3.4. TEMPERATURA

En el cuerpo humano la temperatura se mantiene constante en unos 37°C
aproximadamente. Solo en situaciones patoldgicas como fiebre o en zonas de
inflamacidn se produce un aumento de la temperatura, también pueden surgir situaciones
de hipotermia donde la temperatura se encuentra disminuida (31,185,186). Por todas
estas circunstancias la temperatura es un factor importante en el estudio de la

adherencia.

Hemos observado que la temperatura afect6 la adherencia de S. aureus al catéter.
La mdxima adhesién se presentd a los 37°C y la minima a los 4°C. Con temperaturas
de 42°C y 26°C la adhesion fue similar cuando el catéter fue incubado en PBS, en
cambio, cuando se incubd con plasma, la adhesion a 42 °C disminuyé marcadamente con

respecto a la observada con 26°C.

Segun estos datos obtenidos se puede establecer que las interacciones de las
proteinas plasmdticas con las bacterias se ven afectadas a temperaturas de 42°C y 4°C
(estudio de condiciones experimentales) disminuyendose la adherencia. La baja adhesion
que se observa a 4°C, tanto cuando el catéter es incubado con PBS, como con plasma
se puede explicar por un descenso de la actividad bacteriana a temperaturas de

refrigeracion.
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3.5. TIEMPO

El depésito de las proteinas plasmdticas sobre las superficies de los catéteres
ocurre poco después de la insercién del biomaterial (138). La influencia del tiempo en
la adhesion de microorganismos al catéter ha sido estudiada por diversos autores
(138,169,149). También ha sido confirmada la estrecha relacidn que existe entre la
colonizacion del catéter con una duracion elevada del tiempo de cateterizacion

(149,169).

Segin nuestros datos vemos que la adherencia de las bacterias aumenta
considerablemente en un periodo de 60 minutos, en cambio en la segunda hora de
incubacién apenas hay aumento. También hemos podido comprobar que cuando
incubamos con plasma, en un periodo de una hora hay mayor adhesién de las bacterias
con respecto a los 30 minutos de exposicidn. Esto nos lleva a suponer que con 60
minutos se ha producido un mayor depésito de protefnas sobre el catéter facilitando de

este modo la existencia de un mayor nimero de bacterias adheridas.

Estudios hechos con S.epidermidis observaron cinéticas distintas de adherencia
al biomaterial, Georg Peters y cols (169) determina que después de una hora la
superficie polimérica ha sido saturada, en cambio Pascual y cols. (48) que estudid la
cinética de dos cepas, una hidrofébica y otra hidrofilica observé que la adhesion seguia
aumentando después de una hora, situacién que también encuentra Ambrose y cols.

(138) cuando estudié la adherencia de S.aureus a catéteres de uretano.
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4. EFECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS EN LA
ADHESION AL CATETER

La adhesién de ios microorganismos a superficies constituye un importante
acontecimiento iniciador en la patogénesis de la infeccién bacteriana, antes de la
colonizacidn y posterior invasién de estas superficies. Es sabido que la selectividad con
la cual las bacterias se unen a superficies celulares, sugiere la existencia de receptores
especificos, tanto en la bacteria como en la célula del hospedador, que median la

adhesion,

La capacidad de los microorganismos de adherirse no solo es dependiente de la
posibilidad de sintetizar la adhesina sino también de expresarla en una configuracion
accesible en la superficie. También existen otros componentes en la superficie que
pueden influir en las propiedades adhesivas de la bacteria por afectar a la hidrofobicidad

del microorganismo o por enmascarar las adhesinas.

La relacion entre adherencia y antimicrobianos en los estafilococos generalmente
coagulasa negativos tiene dos vertientes. Por un lado, algunos antimicrobianos a
concentraciones subinhibitorias pueden modificar las propiedades adherentes de estos
microorganismos, evitando asi una posterior infeccion y por otro lado como
consecuencia de la adherencia bacteriana se forman biocapas (biofilms) en las que

quedan incluidos estos gérmenes siendo mucho mds dificil su erradicacion.

Las sub- CMlIs de algunos antimicrobianos ocasionan alteraciones en las
superficies bacterianas, dando lugar a cambios en sus propiedades patdgenas. En estas
bacterias se produce una inhibicién de la expresién de adhesinas o la formacién de
adhesinas aberrantes o la perdida de su funcionalidad. Estas modificaciones de la

superficie de la bacteria casi siempre puede evidenciarse por microscopia electrénica
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(187,188).

Se ha sugerido que el mecanismo responsable de estos hechos reside en que se
originan alteraciones del metabolismo bacteriano. Tampoco debe descartarse la
posibilidad de que el propio antimicrobiano lleve a cabo una desorganizacion directa de
las estructuras superficiales. Cualquiera que sea el mecanismo, el resultado final es la
modificacion de la capacidad de adherencia de los microorganismos, tanto a células

como a superficies inertes.

También se ha intentando relacionar la influencia de las sub- CMIs en la
adherencia y en la hidrofobicidad bacteriana. Es decir, comprobar si cuando se producen
cambios en la adherencia se modifica de forma paralela la hidrofobicidad bacteniana.
Los resultados no han sido uniformes, algunos estudios han constatado que cuando baja
la adherencia también disminuye la hidrofobicidad y viceversa (189). Por el contrario
otros trabajos no han establecido relacidén alguna entre estos dos pardmetros

(153,154,190).

Las concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos inducen varios cambios
en las capacidades bacterianas tanto “ in vitro” como “in vivo”, incluyendo cambios
morfoldgicos y ultraestructurales e inhibicién o estimulacion de la produccion de
enzimas y toxinas (102,191,192). El estudio de estas concentraciones sobre las
interacciones de las bacterias con sus receptores en células del huésped es importante

por muchas razones:

-Durante la terapia con antimicrobianos, concentraciones bajas de €stos
alcanzan las superficies de células epiteliales y tlegan a interferir con la capacidad del
microorganismo de colonizar las células del tejido.

-El uso de antimicrobianos que alteran la produccién y/o la exposicion
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de sustancias bacterianas importantes en la adherencia ayudan al estudio de estos
factores y de su papel en la virulencia.

-Durante una profilaxis, la eleccion del antimicrobiano es importante
debido a las interacciones que pueden tener lugar entre bacterias y receptores a

concentraciones subinhibitorias del antimicrobiano.

Los catéteres constituyen una de las causas mds frecuentes de infecciones
nosocomiales. Segin ésto parece posible que los antimicrobianos puedan tener un efecto
preventivo utilizando dosificaciones adecuadas que permitan conseguir en el interior del
organismo sub- CMIs modificadoras de 1a adherencia. No obstante como siempre existe
un cierto riesgo de aparicion de microorganismos resistentes (193) en la practica médica

habitual no se ha llevado a cabo.

Las investigaciones sobre este tema se han realizado tanto con estafilococos
coagulasa negativos como con otras bacterias, pero los resultados no siempre han s...0
uniformes. Probablemente las discrepancias entre algunas publicaciones se deban a

diferencias metodoldgicas y a que existen variaciones individuales de las cepas.

La influencia de las sub-CMIs de antimicrobianos en la adherencia a materiales
inertes, iguales o similares a los que tienen los dispositivos médicos o quinirgicos, se
han realizado casi siempre con estafilococos, principalmente coagulasa negativos,
aunque la mayor parte de las veces se han valorado pocas cepas en cada trabajo. Se trata
de un tema interesante sobre el que no existen muchos estudios y donde es frecuente
encontrar en la bibliograffa resultados diferentes. Ademds los resultados obtenidos

dependen muchas veces de la sub-CMI evaluada.

Trabajos recientes indican que las bacterias una vez colonizan el
biomaterial resisten el tratamiento antimicrobiano al que normalmente no son resistentes.

En la actualidad se estd pensando utilizar la actividad antibacteriana de varios
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antimicrobianos en la prevencién de la colonizacién de catéteres. En la actualidad se
estd pensando utilizar la actividad antibacteriana de los antimicrobianos

en la prevencidn de la colonizacién de catéteres, incluso se ha desarrollado técnicas
donde se utiliza modelos “in vitro” de colonizacion del catéter para posteriormente
valorar la actividad antibacteriana (194).

Al introducir un catéter en el espacio intravascular, rapidamente y de una manera
tiempo dependiente se forma una vaina o pelicula de proteinas plasmdticas formada
especialmente por fibrina y fibronectina que a su vez sirven de base para la adherencia
microbiana y posterior colonizacién del biomaterial. Como sefialamos en la introduccion
se ha comprobado que la fibronectina es un factor importante que interviene en la
colonizacién de catéteres y otros biomateriales. De hecho las infecciones a partir de
catéteres suelen ser causadas por cocos gram positivos, bacterias a las que la
fibronectina tiene mayor afinidad. La promocion de la adherencia estafilococica se
muestra especialmente notable en presencia de fibronectina, la cual interactia con las

bacterias a través de puntos de enlace especificos.

La adherencia a catéteres intravasculares no infectados retirados de pacientes
aumenta en un grado importante (44), ésto hace pensar que la adhesién mediada por la
fibronectina reviste importancia clinica. En cuanto al uso profildctico de antimicrobianos
frente a estas infecciones, en los dltimos afios asistimos a un gran nimero de
investigaciones en este campo mostrando un interés cada vez mayor. Uno de los
primeros trabajos evalda el uso profilidctico de antimicrobianos sistémicos en la
prevencion de sepsis relacionada con catéteres de triple lumen en pacientes
inmunodeprimidos (131). Este trabajo concluye que el tratamiento con oxacilina

diminuye la incidencia de dicha infeccién.

Se ha demostrado que la impregnacion del catéter con rifampicina en
combinacion con minociclina previene completamente la colonizacién del biomaterial

por S.epidermidis y S.aureus. Esta combinacion fue generalmente mds eficaz que otras
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combinaciones con rifampicina como por ejemplo vancomicina, clindamicina o

novobiocina (194).

Considerando que las concentraciones del antimicrobiano en sangre coinciden en
un momento dado con concentraciones subinhibitorias, ademds que son estas
concentraciones las que suelen alcanzar tejidos de dificil acceso y la posible utilizacién
en el futuro de antimicrobianos para prevenir estas infecciones hospitalarias o
nosocomiales, cada vez mds frecuentes, hacen interesante estudiar el efecto de

concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre la adherencia al biomaterial.

Shibl y cols (195) manifiestan la eficacia de concentraciones subinhibitorias de
clindamicina en inhibir la formacion del “slime”, la produccién de hemolisina y la
adherencia a catéteres de teflon. En nuestro trabajo nos hemos encontrado que en
algunos casos el efecto del antimicrobiano sobre la adherencia de las dos cepas de
S.epidermidis y S.aureus a los dos tipos de catéteres, teflén y vialén, estd en relacion

con el mecanismo de accion de los antimicrobianos.

Por otro lado, el efecto fue independiente de la presencia o no de plasma y
fibronectina, de manera que aquellos antimicrobianos que aumentaron la adhesién al
catéter incubado con PBS produjeron €l mismo efecto sobre el catéter inubado con
fibronectina o plasma, aunque con distintos porcentajes de adhesién. También ocurrié

lo mismo con aquellos antibacterianos que disminuyeron la adhesién.

Los trabajos realizados sugieren que el efecto del antimicrobiano se ejerce sobre
la exposicién de las adhesinas bacterianas, sin descartar la posibilidad de que dichos
antimicrobianos actien sobre la hidrofobicidad bacteriana. Lo que nos lleva a suponer
que el efecto de las concentraciones subinhibitorias puede extenderse a estos dos

parametros.
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Ampicilina y cefotaxima son antimicrobianos que a concentraciones bajas alteran
la morfologia bacteriana actuando sobre la pared celular, estos cambios ocasionan
diferencias topogréficas de la superficie (107) que pueden favorecer la expresion de
receptores de fibronectina entre otros. Los trabajos de Proctor muestran que
concentraciones subinhibitorias aumentan significativamente la adherencia de

fibronectina plasmdtica a distintas cepas de s.aureus (196).

Aunque 10s trabajos de caracterizacién de receptores de fibronectina en s.qureus
dan resultados a veces conflictivos queda clara la existencia de una correlacién entre el
nimero de receptores expresados en la superficie bacteriana y la fijacién de fibronectina
(10), por lo que junto al mecanismo de accién de los S-lactimicos pensamos que la
ampicilina y cefotaxima produjeron una reorganizacion a nivel de la pared que aumento

los porcentajes de adhesion.

Un estudio realizado por Charbonneau y cols (197) donde evalua la teicoplanina
en infecciones por estafilococos coagulasa negativos Sugiere que la teicoplanina y
vancomicina presentan una eficacia similar en el tratamiento de estas infecciones y una
incidencia de efectos adversos también similar, aunque un estudio multicentrico (198)
observé que la teicoplanina combinada con la netilmicina ocasiond una menor
nefrotoxicidad que la asociacién de la vancomicina y la netilmicina. Estos estudios nos
muestran la gran importancia clinica y bacterioldgica frente a estafilocos de este

antimicrobiano.

Romano y cols (199) comprobé que segmentos de [cm de un catéter intravenoso
central recubiertos de teicoplanina prevenian la formacién de abcesos de S.aureus. En
nuestro estudio, este antimicrobiano presento un comportamiento variable incluso dentro
de la misma especie bacteriana estudiada. Cuando S.aureus ATCC se traté con sub-
CMIs de teicoplanina se observé un descenso de adhesidn, con el aisldo clinico se vié

un aumento cuando el catéter fue tratado previamente con plasma o con fibronectina,
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en el caso de S.epidermidis se pudo apreciar un aumento tanto con el aislado clinico
como con Ia cepa de coleccién. A la vista de estos resultados se necesitaria un estudio
mds amplio, con mds cepas de coleccién y mds aislados clinicos. También seria

interesante ver este efecto con otro glicopéptido como la vancomicina.

Concentraciones subinhibitorias de azitromicina provocé en S. gureus un aumento
de adhesion, a diferencia que en S.epidermidis que la disminuy6, para poder valorar si
este efecto es especifico de este antimicrobiano o por el contrario es propic del grupo
seria interesante el estudio de este efecto en eritromicina u otro macrdlido, considerando

que la azitromicina es el primer representante del grupo de los azélidos.

En cambio tetracilina, clindamicina y norfloxacino son antimicrobianos que
actitan interfieriendo la replicacién bacteriana al bloquear la DNA-girasa o bien
inhibiendo la sintesis de proteinas entre las que se pueden encontrar receptores de
fibronectina. Doran y Rissin (141) muestran que concentraciones subinhibitorias de
clindamicina y otros antibacterianos que afectan la sintesis proteica inhiben las
interaccidnes de ia fibronectina libre con s.qureus. A estas concentraciones los efectos
de los antimicrobianos se manifiestan con la desaparicién de proteinas de superficie
debido a la faita de produccién o exposicién. Pascual y cols (200) presentan datos que
demuestran que clindamicina produce un descenso de la adhesion de S.epidermidis a

catéteres de tefion del 30%-80% seglin la sub-CMI .

Concentraciones subinhibitorias de antibacterianos son eficaces no solamente en
infecciones por catéteres sino también impidiendo la adhesién de bacterias a huesos
comprometidos y prétesis. Segiin Gemmelle (108) la interferencia con la adherencia al
material protésico estd condicionada por alteraciones en la expresion de adhesinas. En
otro modelo experimental donde €l efecto de antimicrobianos en la prevencion de la
colonizacién microbiana de catéteres se realizé a concentraciones superiores a la CMI

de rifampicina, clindamicina y minociclina se observd una bajada en la capacidad
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adhesiva de S.aureus (194).

En cambio kanamicina induce efectos pleotrépicos en la célula bacteriana
incluyendo inhibicién de la formacién de la membrana plasmatica, de la replicacidn del
DNA o de la funcién ribosémica por unién a uno o mds lugares del ribosoma bacteriano
provocando un blogueo de la sintesis proteica o bien una produccién de proteinas
extrafias por errores en la traduccion de! m-RNA. En nuestro estudio este
antimicrobiano no afecté a la adhesién de ninguna de las cepas de S.epidermidis y
S.aureus ensayadas. La explicacién podria basarse en una inhibicién selectiva de un
mecanismo de accion independiente de la actuacion ribosémica. Un trabajo mostrd que
los aminoglucdsidos a concentraciones subinhibitorias aumentan ligeramente la adhesién
de s5.aureus a fibronectina fija (201), aunque con menos grado que la bencilpenicilina,
ademds es posible que las fuerzas fisico-quimicas como las interacciones hidrofébicas
y la interaccidn electroestitica puedan desempefiar algin papel en los efectos

observados.

Podemos considerar que la sepsis relacionada con catéteres ha sido una fuente
importante de morbilidad en pacientes con catéteres intravasculares centrales, oscilando
los rangos de infeccién en catéteres multilimenes entre un 3.1% y un 19% (68,69). Son
muchos los factores implicados en estas infecciones, entre ellos la contaminacién del
lugar de insercion, la migracidn de microorganismos de la piel a lo largo del catéter,
contaminacion del extremo del catéter, contaminacién de los liquidos de infeccidn, entre
otros. Muchos métodos para determinar la infeccion han sido analizados, se han descrito

métodos estandares de insercién y cuidado de los catéteres.

El uso de antimicrobianos tdpicos en el sitio de insercion del catéter ha
demostrado una capacidad de proteccion marginal frente a infecciones relacionadas con
catéteres. Sobre los afios 90 se pensé en el uso de antimicrobianos sistémicos para

prevenir este tipo de infecciones. Uno de los trabajos hechos por Bock y cols en 1990
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evalia el uso de antibacterianos como medida profilactica (131). Michel y cols (202)
examiné los efectos de distintas variables sobre la contaminacién de catéteres y la sepsis
y no encontrd diferencias entre pacientes que recibieron antimicrobianos sistémicos y
los que no. Damen y cols (203) observaron una disminucién en la incidencia de la
contaminacién de catéteres en pacientes que recibieron profilaxis con cefalotina durante

su hospitalizacién por operacidn a corazén abierto.

Son muy pocos los trabajos que estudian el efecto de sub-CMIs sobre la adhesion
de S.epidermidis y s.aureus a catéteres o biomateriales. En los trabajos de
Guggenbichler y cols (132) se observé que los 8-lactdmicos producian un descenso del
nimero de microorganismos adheridos al catéter, lo que supone una contradiccién con
nuestros resultados, habria que tener en cuenta que los métodos utilizados son distintos,
mientras ellos tratan el catéter ya infectado con concentraciones superiores a la CMI en
nuestro trabajo se crecen las bacterias con sub-CMIs antes de entrar en contacto con el
catéter. Nuestros resultados sugieren que los estafilococos en presencia de sub-CMI de
antimicrobianos tienen la capacidad de adherirse alterada, de manera que se encuentra
aumentada con sub-CMI de S-lactdmicos, disminuida con tetraclina, norfloxacino,

clindamicina y no se ve afectada con kanamicina.
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Conclusiones

1- La adherencia de S.aureus a catéteres de vialdn y teflon depende directamente del

tipo de material y de la incubacién o no con plasma o fibronectina purificada.

2- La adherencia de S.epidermidis no se ve afectada por la incubacién del citeter con

plasma o fibronectina purificada.

3- La eliminacion de la fibronectina del plasma o del suero disminuye la adherencia

de S.aureus al catéter. Este descenso presenta una media de 45,3%.

4- La incubacién previa del catéter con fibronectina purificada favorece

significativamente la adherencia de S.aureus.

5- La fibronectina promueve la adherencia estafilocécica a los catéteres con una

relacién dosis dependiente y saturable a partir de 12.5 ug/ml.

6- El indculo bacteriano influye ligeramente sobre adherencia estafilocdcica al catéter,
aumentdndose ésta conforme aumenta el indculo. La temperatura también afecta los

porcentajes de adhesion apreciandose el mdximo a los 37°C.

7-El tiempo de exposicién del catéter a proteinas plasmdticas y a bacterias influye

positivamente sobre la adherencia de S.aureus.

8- Concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos intervienen sobre la adherencia
de S.aureus y S.epidermidis a los catéteres de vialén y teflén. Algunos como los 3-lactimicos
aumentan dicha adherencia, otros como clindamicina y norfloxacino la disminuyen, mientras

que kanamicina no la modifica.
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