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1.1.- Panorama General

La infeccion arterial primaria fue descrita por primera vez en 1800
y se debia, en general, a una endocarditis bacteriana. Posteriormente,
Stengal en 1923 y Revell en 1945 identificaron como principal causa al
estreptococo no hemolitico y el NEeUMococo. Hoy, gracias a los
antibibticos, la infeccion arterial primaria es un problema relativamente

raro, aunque sigue teniendo una gran mortalidad’.

En noviembre de 1950, Jacques Oudot® realizé en un paciente con
sindrome de Leriche la primera revascularizacion de la bifurcacidn
aortica, utilizando para ello un injerto arterial preservado. Més taide, el 2
de Marzo de 1951, Schaffer y Hardin resecaron un aneur‘isma de aorta
abdominal infrarrenal usando un shunt de polietilenc e interponiendo un
homoinjerto arterial preservado, falleciendo el paciente por la dehiscencia
de la anastomosis adrtica. Unos dias después, Dubost y su equipo el 29
de marzo de 1951 en Paris, realizaron ia primera reseccion completa de
un aneurisma de aorta infrarrenal con éxito; utilizaron para ello un injerto ‘
heterdlogo obtenido de una muchacha que habia fallecido tres semanas

antes, empleando una via de abordaje toraco-abdominal.
A partir de esta fecha, se ha avanzado mucho en el desarrolio de
protesis artificiales, gran cantidad de injertos se han utilizado como

sustitutos para el homoinjerto arterial, siendo el Dacron y el PTFE

Pagina 6



(poplitetraflucroetileno), los dos materiales sintéticos que han resistido la
prueba del tiempo. La prétesis ideal deberia endotelizarse aunque

ninguna lo consigue por compieto.

En la actualidad, la infeccidn protésica es la complicacion mas
grave e importante de los injertos arteriales, aun con el desarrolio que
han alcanzado las técnicas quirurgicas, fﬁejoramiento de ia calidad de las
protesis vasculares y [a administracion profilactica de los antibidticos: es
la complicacién més temida por el cirujano vascular. Pueden poner en
riesgo la extremidad, asi como la vida del paciente con unas tasas de
mortalidad y amputacion que alcanzan hasta el 34% y 40%

respectivamente’ .

La prevencion de la infeccion es un objetivo basico en la cirugia
vascular pero eliminarla por completo es imposible®, ya que las bacterias
pueden alcanzar el injerto no sélo durante la cirugia, sino también
durante la cicatrizacién o por episodios de bacteriemias o por bacterias

que colonizaban el vaso enfermo y que luego infectan at injerto® .

La incidencia de infeccion es baja, pero sus consecuencias siguen
siendo muy graves; varia de unos grupos a otros y oscila entre el 1 y 5%’
Los microorganismos mas frecuentemente implicados son el

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli.
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Otro factor a tener en cuenta es el aumento de la esperanza de
vida en los pacientes con patologia vascular, que posibilita un mayor
numero de intervenciones quirtrgicas y mayor oportunidad a las formas

infecciosas tardias.

Las investigaciones sobre las infecciones de.prétesis vasculares
requieren modelos experimentales en los que se puedan reproducir las
condiciones que se presentan en la clinica humana. La experimentacion
con animales permite, respetando la normativa de la Comunidad

8,910

Econémica Europea®®'® y Espafiola’"'?, la creacion de estos modelos y

favorecer el disefio de una pauta de actuacion factible.
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1.2.- Prétesis Intravasculares

Se define como prétesis, el material artificial que se emplea para

sustituir a una parte del organismo malfuncionante o lesionada.

Los injertos vasculares han ido evolucionando a lo largo de la historia;
se han utilizado numerosos materiales que han ido modificandose segun los
resultados obtenidos a corto y medio plazo, quedando abierta una ventana

para futuras investigaciénes, intentando encontrar el “injerto ideal”.

En la tabla (1)" se ve el desarrollo cronolégico de los distintos autores y

los diferentes materiales protésicos que se han utilizado.
En el caso de los injertos vasculares, se intenta sustituir con el mismo a

una porcién de segmento arterial lesionado por un proceso ateroesclerético,

por un traumatismo vascular o bien por dilatacién aneurismatica.
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TABLA 1

Historia de las prétesis vasculares

Afo ‘ Autor Principache
"1906 Carrel Arterias y venas homologas y heterélogas en
perros
1906 Goyanes Primera vena autdloga transplantada en
humanos
"1915 Tuffier Tubos de plata parafinados
1942 Blakemore Tubos de Vitallium
1942 Hufuagel Tubos de metacrilato con metileno
1948 Gross Aloinjertos arteriales
1949 Donovan Tubos de polietileno
1952 Voohees Primera protesis fabricada con Vinyon-N
1955 Egdahl Caucho siliconado
1957 Edwards and Tapp |Nylon rizado.
1960 Debakey Dacron
1966 Rosenberg Heteroinjerto bovino
1968 Sparks Tubos fibrosos autogenos de Dacron
soportados
1972 Soyer Politetrafluoroetileno(PTFE)
1975 Dardik Vena del cordon umbilical

revreey

#
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La clasificacién de los injertos se puede observar en la siguiente tabla™

(tabla 2).
TABLA 2
Clasificacion de los injertos vasculares
I Sintéticos Biolégicos C}:““omp;es tos [
| Textiles Aloinjertos Injertos rectos termino-terminal

Dacron Woven

Homoinjertos arteriales

Injertos secuenciales

Dacron Knitted

Aloinjertos venosos

Velour

Vena umbilical

Biolégicos revestidos

Xenoinjertos

No Sintéticos

Cardtida bovina

Teflon (PTFE)

Carétida canina

|

Poliuretano Tubos fibrocolageno
Bioabsorbible Autdlogo | T
Heterdlogo

- Los injertos sinteticos mas utilizados son los de Dacron y los de PTFE

(politetrafluoroetileno expandido). Los injertos de Dacron, clasificados dentro

de los textiles, pueden ser hilados (woven) o tejidos (knitted).

Las prétesis biologicas pueden ser humanas (homoinjertos o

autoinjertos) o de animales (xenoinjertos © heteroinjertos);
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autélogos o injertos procedentes del propio paciente, pueden ser venosos o
arteriales. Un tercer grupo de injertos son los que estan formados por una
porcién sintética y una porcién autdloga, que suele ser una porcion de vena

del propio paciente que va a ser intervenido.

Otra alternativa, derivada del mejor conocimiento de las técnicas
criobiolégicas, de la inmunoclogia del transplante y de las posibilidades de
reducir la antigenicidad de los injertos, es la utilizacién de aloinjertos arteriales
criopreservados. Con la criopreservacion se pretende mantener la viabilidad
del injerto y de los vasa-vasorum, preservando la estructura elastica y

colagena de la pared arterial.

La intima juega un papel esencial en permeabilidad de |a reconstruccién
arterial y su destruccion comporta un aumento de la vasoconstriccion arterial,
facilita la agregacion plaquetaria y predispone a que aparezca a medio plazo
hiperplasia intimal. Por el contrario, la conservacion de las células endoteliales
hace que persistan las propiedades antigénicas y en consecuencia, se

favorece |a aparicion de rechazo, sea agudo o crénico.

1.2.1.- Caracteristicas de los injertos.

Las caracteristicas que debe tener un injerto ideal fueron enumeradas

por Scales en 1953" y las podemos sintetizar en la siguiente tabla (3):

Pdgina 12



TABLA 3

Caracteristicas de Injerto ideal

Biocompatibilidad con el huésped

Resistencia fisica

Resistencia a la infeccion

Facil de esterilizar y de almacenar

Variedad de tamafios

Facil de implantacion

Impermeabilidad a la salida de sangre

No trombogénico

Capacidad de distensiblidad

Bajo coste y facil de manofactura

La primera caracterisitica del injerto es la biocompatibilidad con el
huesped; ademas debera estar libre de toxicidad, de efectos alérgicos o

carcinogenicos.
Los injertos deberan tener una resistencia en el tiempo que impida que,

con el mismo, el injerto se deforme, dilate o sea capaz de ser reabsorbido por

el organismo.
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El injerto debe ser resistente a la infeccién y debe haber una variedad
de ellos que permitan elegir el que sea mas adecuado al tamario de la arteria

nativa que pretendemos sustituir.

Deben ser faciles de manipular y de penetrar por las agujas, debiendo
tener una adecuada aproximacién entre los bordes de la misma y la arteria a la
que vamos a anastomosar, sin que puedan existir escapes de sangre a través

de la sutura.

El concepto de porosidad tiene gran importancia en los injertos y ha sido
bien estudiado por Wesolowski y colaboradores’. La porosidad va variando
segun los distintos materiales, por ejemplo, en los injertos Dacron Woven es
de 200-1000 ml/em*min y la de los injertos Dacron Knitted es de 1500-4000

ml/em?/min.

El concepto de trombogenicidad hay que tenerlo presente‘ como una
garantia para el éxito del injerto, siendo importante |la composicién quimica del
mismo, la carga eléctrica, la porosidad y la respuesta del huésped. La
adherencia de las plaquetas, el sistema antitrombotico {representado por las
prostaciclinas}, los activadores del plasminégeno y antitrombina Ill, juegan un
importante papel.

La neointima formada en la prétesis varia segun el tipo, pudiendo ser
excesiva la reaccidén del organismo y producir la trombosis de la misma. El

tejido fibroso penetra y se organiza a través de los poros de la prétesis; una
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neointima puede ser producida por la difusién de nutrientes si ésta es de un
grosor menor de 500 micras'. La fibrosis periprotésica que se produce por
reaccion del tejido conectivo disminuye la posibilidad de infeccién, asi como
los acodamientos y los seromas periprotésicos. En este sentido, ia
permeabilidad de [os injertos de Dacron a los 5 afios es de un 99% en los
aortoiliacos, en el sector femoropopliteo es de un 50% y en el sector distal de

un 15% aun 20% '@

El concepto de complianza se refiere al porcentaje de variacion del radio
del vaso por unidad de presion; representa una unidad de variacion de la
distensibilidad del vaso por unidad de presion, siendo importante para
mantener la funcién éptima del 6rgano'®. Varia segin el tipo de protesis: es
grande en el caso de las venas umbilicales (mayor que en las arterias nativas)

y es menor que en éstas en Ias protesis de Dacron y de PTFE.

1.2.2.- Protesis textiles sintéticas

El desarrollo de los injertos textiles se hizo a partir de las
experimentaciones de Voorhees y sus colaboradores en 1952, Después de
estas iniciativas, se desarrollaron gran variedad de r;lateriales sintéticos para
la creacién de proétesis vasculares, como fueron Vinyon-N, Nylon, Teflon,

20, 21, 22, 23, 24

Ivalon, Orion y Dacron . De todos estos materiales estudiados,
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unicamente el Dacron (polietileno) y el Teflon (politetrafluoroetilenc) superaron

las pruebas para su utilizacion.

El Dacron puede ser confeccionado para la fabricacién dé injertos por el
hilado, tejido o trenzado de los mismos. El hilo de Dacron es un multifilamento
cuya textura es espiral teniendo gran elasticidad. Los injertos hilados o Woven
tienen una disposicion circunferencial y baja porosidad, por otra parte tienen

menos complianza y son mas deformables al ser atravesados por las agujas.

Posteriormente aparecieron los injertos | aterciopelados que son
llamados Velour. Fueron descritos por Hall y colaboradores * y Lindenauer®,
pero quien desarroll6 plenamente estas superficies (grafico 1), fueron Sauvage
y sus colaboradores”, pudiéndose aplicar tanto a injertos tejidos (Knitted)
como hilados(Woven). Los injertos Knitted tienen mayor porosidad (de 1500 a
4000 mllcmzlrhinuto) o que hace conveniente el precoaguiarlos. Los Woven
tienen baja porosidad (de 200 a 1000 ml/cm?*/minuto), teniendo la ventéja de

que pueden ser utilizados sin precoagular.

En un principio, estas superficies “aterciopeladas” se disponian en la
parte interna de las prétesis, permitiendo la penetracion de fibroblastos a
través de los intersticios que existen entre la fina trama de Dacron, creando
una pseudointima; posteriormente se implantaron también en la porcién
externa de la misma constituyendo los denominados doble Velour creado por

Sauvage y colaboradores en 1971,
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GRAFICO 1
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Dacron-Woven Dacron-knitted

Los distintos tipos de protesis pueden ser soportadas, es decir,
apoyadas externamente por anillos rigidos de plastico que evitan el colapso de
la prétesis por la compresion externa de la misma®, bien por presion por apoyo
del paciente (by-pass extraanatdmico), o por la compresién de las estructurés
adyacentes a la prétesis durante el movimiento (by-pass femoro-popliteo

distal). | | i
Recientemente han aparecido nuevas prétesis de Dacron como son las

impregnadas en antibidticos (rifampicina) y aquellas que tienen carbono

pirolitico en su interior, lo que disminuye la agregabilidad plaquetaria®.
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Szilagyi®, afirmé que la penetracién de tejido conjuntivo a traveés de los
filamentos de la protesis no es esencial para la formacién de la pseudointima,
pero juega una importante funcion en el futuro desarrollo de la misma. El
concepto de endotelizacion fue introducido por vez primera por Mansﬁe&s’,
refiriéndose al tejido de granulacion y las células endoteliales, fibroblastos y
macréfagos que aparecen despues de la implantacion de parches de Dacron
en el corazdn de perros. La neointima desarrollada por los injertos de PTFE

era similar a la de Dacron, pero de aparicién mas precoz™.

Los injertos de Dacron tenian el inconveniente de que debian ser
precoagulados, bien con sangre del propio enfermo, bien con plasma
previamente preparado, para evitar el sangrado que muchas veces
represenfaba una gran peérdida sanguinea y un enléntecimiento de la
int_ervencién. Con la utilizacién de materiales biologicos aplicados sobre los
injertos se evitd este problema disminuyendo la porosidad de fos mismos; los
materiales utilizados fueron fibrina®, albimina® y colageno™ *. Las mas
utilizadas son las impregnadas en coldgeno y gelatina. La clara ventaja de
estos injertos, ya comentada, es evitar la precoagulacion (precloting) y el
sangrado. En los injetos de PTFE no es necesarioc debido a Ia

impermeabilidad del mismo; presentando como inconveniente, mayor

sangrado a través de la linea de sutura.

La principal complicacién de los injertos de Dacron es la aparicion de

dilatacion, con el tiempo, en algunos de ellos; la dilataciéon puede aparecer de
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modo difuso sobre la prétesis o bien localizado en una zona de ella, dando
dilataciones aneurismaticas caracteristicas®; el porcentaje de las mismas es
de un 1% a un 3% y se va incrementando con los afios de rimplantacién; esta
dilatacién puede llegar a producir |a rotura del injerto. La aparicion de falsos
aneurismas anastométicos *, se ha relacionado con la dilatacion que sufre con
el tiempo |a prétesis de Dacron, pero existen otros factores implicados en su
desarrollo, como pueden ser la tensién a nivel de |a sutura, la posible infeccion
protésica o la utilizacién de suturas no adecuadas (como la seda que se
utilizaba en las suturas antes de 1960), que representan otros factores que

intervendrian en los mismos.

1.2.3.- Injertos de PTFE

Los injertos de Dacron presentan grandeé ventajas de utilizacion en el
sector aorto-iliaco, sin embargo en el sector infra-inguinal no son de eleccion.
En 1972 Soyer, a partir de polimeros de Teflon, (descubiertos en 1969 pér
Robéﬁ W. Gore), describe el uso de PTFE en modelo experimental para
sustituir la vena cava inferior en animales™; otros estudios experimentales en
perros demostraron buenos resultados de permeabilidad. Campbell en 1976
fue el primero que utilizé clinicamente las prétesis de PTFE como injerto

arterial®.
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Las fibras son manufacturadas por calentamiento y posteriormente
tienen un proceso de estiramiento, siendo entrelazadas las fibrillas; el tipo de
porosidad puede variar, sin embargo, habitualmente la medida interfibrilar es
de 30 micras,; se trata de un material no textil que puede ser confeccionado
con estructura tubular y utilizado como injerto. Es un material quimicamente
inerte, con alta electronegatividad, que disminuye la agregabilidad plaquetaria
y tiene caracter hidrofébico . Se fueron perfeccionando los modelos iniciales

para evitar la produccion de las dilataciones aneurismaticas precoces que

existian en los primeros.

La porosidad del PTFE es mayor que la de los injertos textiles, sin
embargo, los espacios entre fas fibras son menores que en aquelios, lo que da
lugar a un menor sangrado de las mismas. Los microporos de las prétesis de

PTFE tienen de 30 a 40 micras entre las fibras, infiltrandose por elementos

fibrohistiocitarios.

Las proteinas se adhieren a su superficie a los 30-60 segundos del
contacto con la sangre. Se produce una introduccion del tejido conectivo por

capilaridad y la endotelizacién de los injertos de PTFE a través de los poros®'.

Con el tiempo se han ido desarrollando con distinto grosor de pared,
dependiendo del tipo de uso de los mismos. También se han creado los
modelos “sfrefch® que permiten el estiramiento de la protesis para el mejor

acoplamiento de la misma. —
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Al igual que las protesis de Dacron, las protesis de PTFE pueden estar
soportadas para evitar la compresién mecénica”’; se utilizan en los by-pass
extraanatémicos y en los infrageniculares. La utilizacién de protesis de PTFE
es de eleccidon en los by-pass a vasos distales y se usan cuando la vena
safena interna del paciente ha sido utilizada previamente o no es util para ello,
En los casos de troncos distales se ha demostrado la conveniencia de
interponer un manguito de vena®; los mas empleados son los de Taylor y
Miller *, que disminuyen notablemente la hiperplasia intimal sobre la

anastomosis,

Las modificaciones de estas prétesis han hecho que se puedan utilizar
con un buen resultado para injertos aorto-adrticos o aorto-bifemoralés‘s.
Estudios no randomizados en los que se comparan injertos aorto-iliacos o
aorto-bifemorales, no manifiestan diferencias significativas ni en la
_permeabilidad acumulada ni en las complicaciones, como la formacién de
falsos aneurismas anastométicos®. Otros estudios randomizados indican unos
resultados semejantes, sefialando las menores tasas dé infeccidn en los
injertos de PTFE¥. El inconveniente que tienen fundamentalmente en cirugia
de urgencia (como en casos de aneurismas de aorta abdominal rotos), es el
mayor sangrado que se produce en las anastdomosis, aunque este
inconveniente se ha salvado parcialmente con la utilizacién de agujas menos

trauméaticas y de calibre incluso menor que el del hilo.

Pagina 21



En caso de trombosis del injerto, son mucho mas faciles de
trombectomizar las protesis de PTFE que las de Dacron y véna autologa,
debido a la superficie lisa que presentan aquellas. En nuestra opinién, la
principal ventaja es la mayor resistencia de las protesis de PTFE a la infeccion,

documentado por distintos estudios realizados ** %

Se ha comprobado que las prétesis de PTFE tienen menor tendencia a
la agregabilidad plaguetaria y, por tanto, tendrén una superficie menos
trombogénica®' . El inconveniente que tienen las protesis de PTFE es su menor
complianza en relacion con la vena autdgena o con la prétesis de Dacron. Esta
discrepancia entre la prétesis y la arteria nativa da lugar a mayor tendencia de
formacién de aneurismas anastométicos; debido a ello, es mas frecuente la
hiperplasia intimal cerca de la anastémosis. Otro inconveniente que presentan

las protesis de PTFE es el mayor precio en comparacién con las de Dacron.
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1.3.- Infeccién de los injertos sintéticos

Aunque la prétesis arterial ideal deberia endotelizarse y quedar
incorporada como un tejido propio del receptor, ninguna lo consigue por
completo; es por ello que el injerto permanece como un cuerpo extrario.
La utilizacion de injertos sintéticos ha aumentado en los Ultimos afios, ya
que se usan no solamente para las sustituciones arteriales y venosas,
sino también como vias de acceso para hemodidlisis y administracién de

farmacos.

La mejora que ha experimentado el disefio protésico, la técnica
quirargica y la profilaxis antibidtica, hacen que se haya reducido la
infeccion del injerto al 1%-5%" *2. Esta frecuencia se ha mantenido
estable durante la pasada decada. En Estados Unidos unas 10.000
personas al afno tienen infeccién del injerto protesico™. La frecuencia de
la infeccion varia segun el lugar de la colocacion de la prétesis. Los
injertos implantados en el area inguinal, tales como los injertos aorto-
bifemorales, femoro-popliteos y femoro-femorarles, tienen mayor indice
de infeccion que los injertos colocados dentro del abdomen. En una serie
de 3.652 pacientes sometidos primariamente a injertos aorto-iliacos o
aorto-femorales, la incisidn inguinal se asocié con un incremento de la

incidencia de infeccién del injerto del 0.34% al 0.43%>.
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1.3.1.- Patogenia de la infeccién de los injertos

Los mecanismos por los cuales los microorganismos colonizan los
injertos vasculares incluyen :

1- Contaminacion durante la cirugia.

2- Extension directa desde un tejido adyacente.

3- Diseminacion hematogena durante un episodio de bacteriemia.

Los injertos colocados en las extremidades inferiores, como hemos
comentado, tienen mayor riesgo de infeccion, lo que refieja mayores
indices de contaminacién perioperatoria por microorganismos de la piel,
si la localizacidon es relativamente superficial. Las infecciones
preoperatorias que tienen los pacientes a los que se les va ha implantar
estos injertos, unidos a enfermedades crénicas asociadas, como la

diabetes mellitus, aumentan la incidencia de las infecciones.

Los injertos de la aorta abdominal tienen una incidencia elevada
de infeccion por bacilos entéricos gram negativos, debido probablemente
a la contaminacion del injerto por gérmenes intestinales. Se ha sugerido
que, en las infecciones no sospechadas, los aneurismas adrticos pueden
ser los responsables de algunos casos de infeccion del injerto que se ha
implantado. lisenfritz en 1988> cultivd 266 muestras de pared de
aneurismas no infectados, siendo positivos en 33 casos y el
microorganismo mas comun fue el S. epidermidis ; la incidencia de

infeccidn en estos casos fue baja.
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Las infecciones de protesis pueden ser debidas a bacteriemia,
pero el riesgo de infeccion disminuye cuando se incorpora el injerto al
tejido del huesped™. Después de una reaccion inflamatoria inicial, se
acumula el tejido fibroso, en la cara externa de la protesis y una
pseudointima compuesta de tejido conectivciy fibrina empieza a formarse
en la superficie interior del injerto™. Una capa endotelial se extiende
desde la arteria nativa, pero raramente crece mas de 10 mm. mas alla de
la anastomosis®. En los modelos animales, la resistencia del injerto
implantad-o a la infeccidn hematdgena se relaciona con el grado de

formacién de pseudointima®.

1.3.2.-Microbiologia de la infeccion

Los estafilococos son los gérmenes mas frecuentemente
encontrados en las infecciones de prétesis vasculares; también han sido
encontrados bacilos gram negativos. Bandyk® encontré, que el
S.epidermidis compite con S. aureus como el patogeno mas

*" hallaron que el S.

frecuentemente encontrado. Golstone y Moore
aureus fue el principal organismo hallado en las infecciones de la ingle,
que aparecen dentro de los tres meses y medio primeros; después de

este tiempo son mas frecuentes los Staphyilococcus coagulasa

negativos.
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Las infeciones de los injertos intra-abdominales suelen ser
causadas frecuentemente por E. coli u otros gérmenes entéricos gram
negativos. Datos de varias series®™® indican que se aislaron dos o mas
microorganismos en el 37% de las infecciones de prétesis; de ellas, el
60% cuando el injerto es intraabdominal y en el 23% de las infecciones

de ingle.

1.3.3.- Morbilidad y Mortalidad

La morbilidad y mortalidad varian con la posicién del injerto. En
una revision de 84 pacientes con infeccion de prétesis vascular, O'Hara™
encontrd una incidencia global qe mortalidad a los 30 dias del 28%, con
una mortalidad al afo del 46%. En otras series® la mortalidad de los
injertos aorto-bifemorales infectados fue del 23%. Las tasas de
mortalidad son menores en las infecciones de injertos distales, siendo de
un 14% en series de injertos femoro-popliteos®™. La menor tasa de
mortalidad, es debido a una mayor facilidad para diagnéstico precoz y a
la menor gravedad de la hemorragia, en comparacién con los injertos

aorticos,

Ofra complicacion asociada con la infeccién del injerto es la

perdida de la extremidad alimentada por la prétesis. En una revision'
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sobre 13 pacientes con infeccion de injerto aorto-bifemoral, el indice de

amputacion fue del 38%.

1.3.4.- Staphylococcus

Koch en 1878, fué el primero que describié los cocos gram positivos;
observé que numerosas enfermedades eran producidas por microorganismos
con diferentes patrones de crecimiento; parejas, cadenas, racimos. Rosenbach
en 1884 diferencio las distintas especies de estafilococos segun la
pigmentacion de las colonias. Ogston introdujo el nombre de “Staphylococcus”

para e! grupo de micrococaceas que causan supuracion e inflamacion®.

Los microorganismos del Qénero Staphylococcus son cocos gram
positivos, aerobios y anaerobios facultativos®™. Se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, principaimente en la piel, glandulas sebaceas y
sudoriparas y mucosas de mamiferos y pajaros. A veces se encuentran enla
boca, sangre, gtéhdulas mamarias, aparato intestinal, genito-urinario, y vias

respiratorias altas de estos huéspedes®.
Los estafilococos son bacterias que tienen un diametro de 0,5-1 um,

inméviles, que aparecen como elementos aislados, formando parejas, tétradas

o bien se agrupan en forma de racimos irregulares®. Producen catalasas,
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metabolizan el glicerol con produccion de &cido y son sensibles a la accion de

la lisostafina™.

Existen al menos veinte especies diferentes, el Staphylococcus aureus
es la especie mas patégena para el hombre, pudiéndose identificar con
facilidad. La identificaciéon de otras especies de Staphylococcus necesita la
combinacién de pruebas bioquimicas, segun el esquema de Schleifer y

Kloos'.

El S. aureus, puede metabolizar la glucosa por la via de los acidos
tricarboxilicos hasta acido pirdvico que, en condiciones aerdbicas, es oxidado
a acido acético y en condiciones anaerdbicas, a acido lactico. Metaboliza
otros azucares como lactosa, maltosa, fructosa, galactosa, sacarosa y manitol.
Reduce los nitratos a nitritos y desdobla la urea. Posee proteasas y lipasas y

es capaz de producir fosfatasa alcalina.

La estructura antigénica del S. aureus es compleja y mal conocida ; su
pared celular estd formada por peptidoglicano y Aacidos teicoicos. El
peptidoglicano confiere estabilidad a su estructura externa y esta formado por
cadenas de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina. Existen dos tipos
de Acidos teicoicos ; son polimeros de fosfato de ribitol, que estan unidos al
peptidoglicano por enlaces covalentes. Tienen capacidad antigénica e

inducen a la aparicién de anticuerpos.
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Muchas especies de estafilococos tienen un especie de capsula
alrededor de la pared bacteriana, de naturaleza polisacarida, que aumenta la
virulencia’. La membrana celular tiene una estructura lipoproteica, que aisla el

citoplasma del medio externo, con mecanismos de transporte activo.

El S. aureus, produce una gran variedad de toxinas y enzimas. La
propiedad de producir coagulasas es uno de los fendmenos mas
caracteristicos de la especie, aungue algunas especies de tipo salvaje no sean
capaces de producirla. Existen diferentes especies antigénicas de coagulasas,
pero todas ellas tienen el mismo mecanismo de accidn, activando los
diferentes factores de la cascada de la coagulacién. Se conocen actualmente
cuatro hemolisinas de S. aureus, que son quimica y serolégicamente
diferentes : «, 3, v, 5, una E:epa puede broducir mas de una. Las hemolisinas
son proteinas que producen una pB-hemdlisis franca. fienen capacidad
antigénica y los anticuerpos bloguean su accion. La hemolisina o es la
principal hemolisina de las cepas humanas de S. aureus, tiene un peso
molecular de 33.000. La B-hemolisina es producida generalmente por cepas
animales y so6lo en un 10-20% de las cepas aisladas en seres humanos, es
una esfingomielinasa de peso molecular 30.000 que es activada por el ion

magnesio.
La leucocidina es producida por la mayoria de los S. aureus y esta

compuesta por dos proteinas electroforéticamente distintas: R=rapida,

L=lenta ; tienen capacidad antigénica y son capaces de actuar sinérgicamente
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en presencia e i6n calcio, produciendo la degranulacién de los leucocitos
polimorfonucleares. La exfoliatina o toxina epidermiolitica produce lesiones
dermatoldgicas; es una proteina termoestable y acidolabil, tiene un peso
molecular de 24.000 y es producida por el 5% de los S. aureus. La toxina actua
sobre el estrato granuloso de la epidermis y produce el desdoblamiento de los
desmosomas que enlazan las células de esta capa. Produce la necrolisis
epidérmica téxica del neonato. Se han descrito dos tipos de exfoliatina: una

termolabil y otra termoestable.

La enterotoxina es producida por el 50% de las cepas de S. aureus.
Existen cinco enterotoxinas serolégicamente diferentes (A B,C,D,E). Causan
intoxicacion alimentaria, especialmente los tipos A y D. Es debido a la
ingestion de la toxina pre-formada en los alimentos contaminados con S.
aureus. Las enterotoxinas estafilococicas son proteinas resistentes al calor y

relativamente resistentes a la tripsina, de peso molecular 35.000.

Oftras sustancias producidas por S. aureus, tienen importancia en su
patogenicidad. Asi tenemos: |la termonucleasa que rompe el DNA, la catalasa
que desdobla el perdxido de hidrégeno, la hialuronidasa que rompe el acido

hialurénico del perdxido de hidrégeno .
S. aureus™ crece bien en medios de cultivo no selectivos. En agar-

sangre forma colonias convexas redondeadas de 6-8 mm. En fa mayoria de los

casos tienen color amarilio dorado debido a la produccidn de pigmentos
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carotenoides. La pigmentacion aumenta cuando se incuban durante 48 horas a
temperatura ambiente. La hemdlisis es otra caracteristica frecuente, observada
cuando se cultiva S. aureus en agar-sangre, a diferencia de lo que ocurre en

otras especies de estafilococo.

S. aureus coloniza con frecuencia ia piel y mucosas del hombre, siendo
las fosas nasales el lugar mas frecuente de colonizacién, se pueden encontrar
en el 20%-40% de los adultos. La vagina también puede ser colonizada,
aumentando la frecuencia durante la menstruacién. Los neonatos tienen en la
zona periumbilical el lugar propicio para la colonizacion. La piel intacta es
resistente a la colonizacion; lesiones en ella como cortes, rozaduras, eczemas,

etc., facilitan la misma.

La predisposién a la colonizacién por S. aureus y‘la permanencia en
estado de portador depende de factores individuales. Ei 30% de la poblacién
son portadores prolongados; en el 50% la colonizacién puede ser corta y en el
otro 20% no llega nunca a ser colonizado. La colonizacidén es mas frecuente en
pacientes inmunodeprimidos, diabéticos insulin-dependientes, adictos a
drogas por via intravenosa y pacientes en hemodialisis crénica. El S. aureus™
se encuentra en las ropas y objetos en contacto con pacientes cblonizados 0

infectados.

La infeccidn se produce en general en zonas en las que se ha producido

una solucidon de continuidad en |a barrera cutdanea, como en intervenciones
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quirurgicas, enfermedades cutaneas, lesiones isquémicas, etc. El S. aureus,
alcanza la puerta de entrada desde otras areas, en el paciente colonizado; el
personal sanitario, puede transmitir la infeccion bien por ser portador o bien

por servir como vehiculo indirecto.

En primer lugar se produce la adherencia del estafilococo a las zonas
lesionadas de la superficie cutanea. La presencia de material extrafio aumenta
la predisposicion a la infeccién estafilocdcica por facilitar la adherencia de los

microorganismos a estas superficies.

La invasion de los tejidos por multiplicacion del S. aureus, depende de
los mecanismos de defensa del organismo. La opsonizacion’ de S. aureus es
puesta en marcha por activacion del complemento, que puede ser mediado por
la unidn de la IgG a la superficie del microorganismo. La presencia de "slihe”,
proteina A y acido teicoico en Ia' envoltura externa de S. aureus, dificulta la
fagocitosis por las células que acuden al foco de infeccidn. Los estafilococos
fagocitados pueden sobrevivir intracelularmente debido a las catalasas que
desdoblan el perdxido de hidrégeno y a la hialuronidasa que facilita la

extension de la infeccion.
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1.4.- Vancomicina

Waksman’® en 1947 define los antibiéticos como “sustancias quimicas
producidas por microbios que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y a

menudo de destruir bacterias y otros microorganismaos”.

La vancomicina fue aislada en 1956 a partir de una muestra de tierra
procedente de Borneo”’, obteniéndose el Streptomyces orientalis, actualmente
Amycolatopsis orientalis. Se comercializd dos anos después, siendo de gran
ayuda en la terapéutica de los gérmenes resistentes a meticilina vy,
especialmente, por su importancia en el tratamiento del Staphylococus

aureus’™.

1.4.1.- Estructura Quimica

Es un compuesto polipeptidico cuya formula empirica @s CesHzsCl2NgOz4.
Se trata de un glucopéptido triciclico que posee dos unidades
B-hidroxiclorotirosina, tres anillos fenilglicina sustituidos en uno de ellos por un
disacarido compuesto de glucosa y vancosamina, N-metil-leucina y acidamida

aspartica unidos en una cadena heptapeptidica (figura 1)
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Figura 1 : Estructura quimica de la vancomicina ;

1.4.2.- Mecanismo de accién

Es bactericida, interfiere la sintesis de la pared béctgriana de las
bacterias  gram-positivas’; actta en la fase cje crecimiento
logaritmico inhibiendo  las  transglucosilasas; tambiéni inhibe  las
transpeptidasas encargadas de la unién de las diferent;es cadenas de
polisacaridos. La inhibicién de estas dos reacciones enzimiéticas impide [a
polimerizacién del peptidoglicano, inhibiendo la sintesis de la r;)ared celular con
detencidn del crecimiento y muerte de |la bacteria. Otros mecanismos de accion

de menor importancia son la alteracién de la membrana citoplasmatica y la

inhibicion selectiva de la sintesis de RNA.
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- 1.4.3.- Espectro de actividad

La vancomicina es un farmaco de corto espectro, activo frente a
practicamente todas las bacterias gram-positivas aercbias y anaerobias,

involucradas en patologfa humana®®'.

Es activa frente a Staphylococcus
gureus y los coagulasa negativos como el Staphylococcus epidermidis, con
unas CMI que varian entre 0.12 y 4 mg/|, tanto para las cepas sensibles como

para las resistentes a penicilina y meticilina.

Todas las cepas del Strepfococcus sp. son muy sensibles a
vancomicina. Para el Streptococcus pneumoniae es de 0.05 a 2 mg/l, para el
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae de 0.12 a 4 mg/l, para el
Streptococcus bovis de 0.25 a 4 mg/| y para el Streptococcus viridans de 0.05
a 4 mg/l.; no se han detectado cepas resistentes. Las CMI| frente a los

enterococos, tanto para el Enterococcus faecalis como Enterococcus faeciium

oscilan entre 0,25 y 4 mg/l, igual que frente a Listeria monocytogenes.

El género Corynebacterium, incluyendo Corynebacterium jeikeium vy
Corynebacterium urealyticum, es mas sensible, con CMI entre 0,12 y 2 mg/l,
siendo la vancomicina el antibidtico mas activo sobre alguna de las

especies™ ®,

Las cepas de Clostridium incluyendo el Clostridium difficile, son

sensibles a vancomicina con CMI semejantes a las otras bacterias gram-
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positivas con un intervalo entre 0,25 y 4 mg/l por lo que es uno de los

antibidticos de eleccion para estas infecciones ** ' %.

Los Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Actinomyces,
Arcanobacterium y Neisseria gonorrhoeae®*"®, habitualmente son sensibies a
vancomicina y el Rhodococcus también, necesitando para su inhibicion menos
concentracion que con imipenemy ceftriaxona, que pueden volverse inactivos
durante el tratamiento y de forma semejante a la de los aminoglucosidos y

macrélidos.

El espectro no incluye bacterias gram-negativas aunque en ocasiones
es activa frente a la MNeissena gonorrhoeae y Chryseobacterium

meningosepticum.

La actividad frente a cocos gram-positivos abarca Staphylococcus sp.,
incluyendo cepas 'de Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa-
negativos resistentes a penicilina y meticilina, Streptococcus sp., tanto a y B
hemoliticos, como no hemoliticos y Enterococcus sp. Dentro de los bacilos
positivos, el espectro engloba a Corynebacterium sp., Bacillus sp. y Listeria
monocytogenes. En relacidn con las bacterias anaerobias, es activo frente a
Clostridium sp., Propionibacterium sp. y Eubacterium sp. Su espectro incluye
cocos anaerobios y microaerdéfilos y, aproximadamente, el 50% de las cepas

de Actinomyces sp.
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Algunas géneros como Leuconostoc sp., Pediococcus sp. y

Erysipelothrix rhusiopathiae son intrinsecamente resistentes a vancomicina.

1.4.4.- Efecto antibacteriano asociado a otros antibi6éticos

En la mayoria de los casos que se ha asociado vancomicina a otros
antibioticos para el tratamiento de cepas probiema o moderadamente
sensibles®, en las que se necesita una accion bactericida, se ha producido un

efecto sinérgico.

La asociacién con rifampicina es sinérgica in vitro, no estando tan claro
en la clinica. Con los aminoglucdsidos, no se consigue-efecto bactericida
s_pbre los enterococos en mas del 80% de las ocasiones. Este efecto también
se consigue sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus bovis y
estreptococos hemoliticos. Frente a Clostridium difficile®, el efecto suele ser
aditivo. Se ha descrito aumento de sensibilidad de Pseudomonas aeruginosa a
ciprofloxacino en presencia de vancomicina®, con efecto sinérgico en el 70%

de las cepas probadas y de enterococos también con ciprofloxacino.

1.4.5.- Resistencias

La resistencias a la vancomicina no son frecuentes; se necesitan al

menos siete mutaciones genéticas 2. en 1978 se describieron las primeras
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resistencias producidos por Lactobaciffus sp.** . Aunque la” vancomicina es
activa frente a cepas de S. aureus sensibles y resistentes a la meticilina, se
han recogido varios casos de fracasos terapéuticos en endocarditis por este

microorganismo *.

Los primeros datos de resistencia al Staphylococcus epidermidis son de
1981 recogidos por Cherubin. En Espana en 1992 |a resistencia se situaba en

el 0.1% %

En 1987 se describié la resistencia de la vancomicina al S. haemoliticus
en un paciente sometido a didlisis peritoneal ambulatoria; a partir de esta
fecha se recogen en muchas publicaciones la aparicion de cepas resistentes a

este antibidtico %.

Hay descritas tres tipos de resistencia a vancomicina: tipo A (de alto
grado: CMI> 256mg/dl ), tipo B (de bajo grado: CMI entre 32 y 256 mg/! } y tipo
C (también de bajo grado, con CMI 16 mg/l ). La resistencia del tipo A se ha
descrito en Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, la tipo B también en
Enterococcus faecium y la tipo C en Enterococcus gallinarum. En los ultimos
afios han aumentado la incidencia de infecciones‘por Enterococcus resistentes
a vancomicina. Los genes de resistencia a vancomicina, pueden ser

potencialmente transmitidos a otros organismos gram-positivos® .
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1.4.6.- Farmacocinética

a) Absorcion.

La absorcidn de la vancomicina a través del aparato digestivo es muy
pobre, por lo que la via oral no se utiliza en la terapéutica habitual, a no ser
que se quiera ;jisponer de concentraciones elevadas en la luz intestinal como
es el caso de la colitis pseudomembranosa. La via intramuscular al ser muy

dolorosa no se utiliza,

La via de eleccion es la intravenosa, siendo recomendable la infusion
lenta, de forma que se administren 7.5 a 15 mg/min. Puede ser administrada
por via intraperitoneal para el tratamiento de infecciones en pacientes
sometidos a dialisis peritoneal crénica, produciéndose una absorcidn sistémica

del 54% al 65%.

En pacientes sin inflamacién meningea, la vancomicina atraviesa poco
la barrera hematoencefalica, por lo que debe administrarse por via intrateca;
cuando la barrera hematoencefalica se encuentra alterada por un proceso
inflamatorio, la administracibn por via intravenosa puede alcanzar

concentraciones terapéuticas en el liquido cefalorraquideo.
b) Distribucién.

La distribucidon de la vancomicina después de la administracion

intravenosa corresponde a un modelo tricompartimental. Presenta una buena
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distribucién tisular, lo que permite alcanzar concentraciones terapéuticas en

numerosos territorios organicos.

c) Eliminacion .

La vancomicina se excreta por via renal preferentemente, a través de la
filtracidon glomerular, interviniendo también la excrecion tubular. El 80% a 90%
de la dosis administrada se elimina en la orina de las 24 horas siguientes, por
lo que habra que ajustar las dosis en casbs de insuficiencia renal. La
eliminacion hepatica juega un papel secundario en la eliminacion del fa'rrﬁaco,
no suponiendo un porcentaje superior al 5% de la eliminacion totai del
farmaco. La vida media de la eliminacion de la vancomicina es de unas 6 a 7

horas.

d) Dosificacién

La vancomicina se utiliza en pacientes adultos con funcién renal normal,
con una posologia de 600 mg cada 6 horas; con esta pauta se pretende no
producir una concentracién maxima por encima de 50-60 mg/l, que se habria
relacionado con el aumento de |a toxicidad.
e) Efectos secundarios
- Ototoxicidad: Es poco frecuente aunque se han descrito algunos casos. La
ototoxicidad aumenta si se administra con otros farmacos que también lo son.
-Nefrotoxicidad: Actualmente se admité que la nefrotoxicidad de la vancomicina
se situa entre el 5 y el 10 % y que puede aumentar hasta un 35% cuando se

utiliza en asociacion con aminoglucdsidos. La mayor parte de los pacientes en
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los que se produce un aumento de la creatinina sérica tenian concentraciones
valle de la vancomicina superiores a 10 mg/l. Las cifras de creatinina se
normalizan cuando se realiza un ajuste de la dosis teniendo en cuenta los
niveles séricos de pico y valle debido al estrecho margen terapéutico que

tiene, con objeto de individualizar la dosis y conseguir una mejor relacion

beneficio-riesgo.

-Otras reacciones adversas: lLas primeras reacciones adversas de la
vancomicina tenian una alta incidencia de flebitis, fiebre, escalofrios y la
aparicion del sindrome de! “cuello rojo” y “hombre rojo”; estas complicaciones
han disminuido de forma espectacular con {a purificacién del farmaco y con la
administracién lenta del mismo a un ritmo no superior a 15 mg/min, en
pacientes con funcidén renal normal ; presentandose este efecto adverso en
algunas ocasiones en las que se produce una paso rapido de la solucién

antibiotica.
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1.5.- Cefoxitina

La cefoxitina es una cefalosporina de segunda generacion. Las
cefalosporinas representan un amplio grupo de farmacos con un espectro y
actividad muy semejante. Resultan dé la condesacién de un anillo beta-
lactamamico que es el principal, con otro dihidrotiazina. Tienen de comun con

las penicilinas el primer anillo.

La cefoxitina ha sido utilizada como profilaxis antibiética en cirugia
cuando se implantan injertos vasculares, debido a la frecuente aparicién de los
gérmenes gram positivos y gram negativos sensibles a la misma, tanto

98, 98

aerobios como anaerobios en estas intervenciones . Se han realizado

estudios, comparando las cefalosporinas de segunda generacién con otros

betalactamicos, como amoxicilina-clavulanico'®,

1.5.1.- Estructura quimica

La estructura quimica de la cefoxitina es la expresada en la formula de

la figura 2.

La cefoxitina al igual que otras cefalosporinas'®’, tienen la apariencia de

polvos cristalinos de color blanco, solubles en agua y sensibies a la luz.
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Se presentan como viales de polvo seco y solvente para solucion

extemporanea, que debe ser empleada al poco tiempo de su preparacion.

Figura 2 : Estructura quimica de la cefoxitina

1.5.2.- Mecanismo de accién

"El mecanismo de accion de las cefalosporinas es muy similar al de las
penicilinas, actua inhibiendo la sintesis del peptoglicano mureina y asi inhibe

la sintesis de la pared celular bacteriana de los gérmenes sensibles a ellas.

Se produce un mecanismo™ competivo con las enzimas
transpeptidasas y carboxipeptidasas que encargan de la formacion de los.
puentes de pentaglicina responsables de la union de las cadenas lineales de
N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico. Las transpeptidas y

carboxipeptidasas, que reconocen como sustratos a las penicilinas vy
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cefalosporinas, son denominadas proteinas fijadoras de penicilinas (PBP), han

sido descritas 8 proteinas fijadoras de peniclinas.

Existen ademas de las carboxipeptidasas y transpeptidasas, las
endopeptidasas y las mucopeptidasas, que intervienen todas ellas en los
estadios finales de la sintesis del peptidoglicano de la pared bacteriana. Las
endopeptidasas o0 mucopéptidasas son enzimas autoliticas, que actuan
conjuntamente con las otras dos enzimas mencionadas, pero cuando aquellas
son bloqueadas, las endopéptidasas funcionan de forma descontrolada y
producen la lisis bacteriana, siendo en uitimo termino la accién bactericida de

estos antibidticos efecto de las mencionadas enzimas.

La actividad antibacteriana de los cefalosporanidos dependeran de tres
factores:
m Accesibilidad a la “diana’( PBP de la pared celular), a través de la
membrana externa.
B Resistencia a las betalactamasas.

m Afinidad a las PBP. .

1.5.3.- Espectro de actividad

Es activa'® frente a cocos gram positivos excepto enterococos y S.
aureus meticilin resistente con CIM de 5-10 veces superior que las

cefalosporinas de primera generacién, es decir que tienen una menor
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actividad. Es activa frente a Clostridium sp. ( excepto el Clostridium difficile),
Neisseria sp. y enterobacterias, con CIM parecida al cefamandol, es menos
activa que este frente a Salmonella sp. , Shigella sp. y H. influenzae. Es activa
frente al 50% de las Serratia sp. In vitro , L. pneumophila es sensible. Es activa
frente a bacilos gram negativos anaerobios : Fusobacterium sp. y Bacteroides
sp., incluyendo el 80% de B. fragilis. Es muy estable frente a las
betalactamasas. El punto de corte de gérmenes sensibles CIM< 8 mg./i,

resistentes < 32mg/l.

1.5.4.- Farmacocinética

a) Absorcion
No se absorbe por via oral. Se suele utilizar por via intramuscular o

intravenosa, absorviéndose por via peritoneal.

b) Distribucién.
La difusion tisular y humoral es buena, pudiendo encontrarse niveles

terapedticos en tejidos y liquidos orgénicoé.
c)Eliminacién.

Se elimina en el 85% por via renal, mediante filtrado glomerular y

secrecion tubular; la eliminacién biliar es menor al 2%.
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d) Dosificacion.

La dosis en el aduito es de 1-2 g. cada 4-8 horas por via intramuscular o
intravenosa. La dosis en el niflo es 80-160 mg/kg/dia repartidos en 4 a 6' dosis.
Pico sérico es de 24 mg/l con 1 g. intramuscular; 110 mg./l con 1g.
intravenoso. La vida media es de 8 horas. Se fija a las proteinas en un 70%.
Habra que ajustar la dosis en casos de insuficiencia renal, no afectandose en

casos de insuficiencia hepatica. No se han descrito efectos adversos en el

embarazo.

Se requieren dosis altas de estos antibitticos a nivel sanguineo para
evitar el crecimiento bacteriano. Para los estafilococos y estreptococos que
tienen bajo CMI no hay riesgo de tener dosis bajas de antibiético, con los gram

negativos coliformes se necesitan concentraciones minimas de 8-10 ml/| ',

e) Efectos Secundarios'®

-Reacciones locales : Pueden producirse, como dolor en la zona de inyeccion
si la administracion es intramuscular y de flebitis si es intravenosa.

- Rash maculo-papular : Escasamente se produce, el prurito, la fiebre, la
eosinofilia y las reacciones alérgicas, son asi mismo raras.

- Gastrointestinales: Pueden aparecer nauseas, vomitos y sintomas de colitis
pseudomembranosa.

- Hematologicos: Es raro la aparicion de eosinofilia, neutropenia, anemia

hemolitica y trombocitopenia.
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- Hepaticos: Se han comunicado aisladamente aumentos transitorios de las
enzimas hepdaticas (GOT, GPT, LDH, fosfatasa alcalina).
- Renales: Se han observado, aumentos transitorios de la creatinina y de la

urea. En algunos casos se ha producido fallo renal agudo.

Existe evidencia de alergia cruzada, parcial entre cefoxitina y otros

farmacos beta-lactamicos.

1. 6. - Ciclofosfamida

La‘ciclofosfamida106 es un farmaco alquilante muy utilizado en procesos
neoplasicos. Este agente alquilante ataca el enlace 3'-5' del DNA y RNA,
provocando la disrrupcion del pelimero. Produce alquilacién de los hidréxilos
del acido fosférico de las cadenas adyacentes; producen también la
introduccion de grupos alquilicos en las bases nitrogenadas, siendo el punto
de ataque preferente el nitrégeno en posiciéon 7 de la guanina. Los agentes
alquilantes reaccionan con los grupos fosfdricos de los fosfolipidos de las
membranas celulares, explicandose por este mecanismo la inhibicion de la

glicolisis y la respiracion.
La ciclofosfamida ha sido utilizada en experimentacion animal, usando
el poder de disminuir la hematopoyesis, asi como la disminucién de células

formadoras'”. Ha sido asi mismo utilizada en ratas Wistar en las que se ha
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creado una linea celular en cortex, por su poder inmunosupresor'®. Otros
derivados de la ciclofosfamida tambien se emplean en ratas, en tratamientos

de gliomas'®.

La via de administracion intraperitoneal, igual que en nuestro estudio,
ha sido utilizada en ratas de experimentacién''®. La neutropenia'’' que se
produce por la administracién de ciclofosfamida disminuye la gran capacidad
de la respuesta inmunitaria de las ratas y facilita el estudio del efecto
experimental de los antibiéticos''* '**. La rata wistar es uno de los animales de
experimentacién en los que mas ampliamente ha sido utilizada'*: la dosis
empleada en la mayoria de los estudios® consultados es de 225 mg/kg de

peso, que se considera suficiente para causar inmunosupresion.

Figura 3 : Estructura quimica de la ciclofosfamida
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1.7.- Rata Wistar

En este estudio, se eligid como animal de experimentacién a Ié rata
Wistar por considerar que el modelo con este animal presentaba mayor
eficiencia (resultados obtenidos y coste ocasionado para obtenerlos). Dada la
alta resistencia natural de las ratas a las infecciohes, se decidid
inmunodeprimirtas para aumentar la eficiencia del modelo (condiciones

ideales) y su efectividad (condiciones reales).

Fue seleccionada por H.H. Donaldson, en el Instituto Wistar de U.S.A.

1.7.1.- Caracteristicas

Son ratas albinas, de peso medio, con un rapido crecimiento, son

déciles y faciles de pinchar.
Periodo de gestacién es de 22 dias. El nimero de crias por camada es

de 11.02. Las cifras de peso al destete en hembras es de 42 g. +/- 4 y en

machos 43 g. +/- 4.
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La pubertad en las hembras es alcanzada a las 34 dias y en los machos
de 27 dias. La pubertad en relacién con el peso en las hembras se alcanza en

hembras a las 101 g. +/- 12.7 y en los machos 63.3 g. +/- 6.8.

En cuanto a su manipulacion, la rata Wistar es de facil manejo en el

laboratorio, es décil , se cogen sin dificultad no presentando agreéividad.
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2 - Objetivos
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2 - Objetivos

1 - Desarrollar un modelo quirdrgico experimental de infeccidon de prétesis

vasculares de DACRON y PTFE en animal pequenio (ratas Wistar).

2- Demostrar que la rata Wistar es un animal de experimentacion adecuado

para la creacién del modelo.

3- Comprobar la infeccidn de prétesis vascular, después de la inoculacion con

Staphylococcus aureus.

4- Estudiar la eficacia terapeutica de la cefoxitina y vancomicina en el modelo

desarrollado.

5- Comparar el distinto comportamiento de las prétesis ante la infeccion y con

estos antibidticos.
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3 - Material y Métodos
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3.1.- Material

Animal de experimentacion:
Se utiiizé un lote de 93 ratas Wistar adultas (47 hembras y 46 machos),
divididas en 6 grupos de 15 animales cada uno. Los grupos eran homogéneos

en edad, peso y sexo.

Microorganismo:

Se utilizé Staphylococcus aureus, cepa ATCC 25923, obtenida del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid. Como indculo se usé una concentracién de 10°

ufc./ml., calculado segun la escala de MacFarland, se utilizé 0,02 ml.

Medicacién anestésica:
- Anestesia: ketolar, atropina, diazepan.
- Analgesia; buprenorfina

- Material habitual para |la administracion de farmacos.
Material de preparacion del campo quirtrgico:

- Maquina de afeitar animales de laboratorio, povidona yodada, material

habitual para limpieza del campo quiruargico.
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Material de cirugia:

- Microscopio quirurgico.

- Prétesis de Dacron impregnada en colageno.

- Prétesis de PTFE.

- Material quirdrgico estéril: bisturi n®15, pinzas de diseccion, tijeras de
diseccién tipo Mecenbaunt, porta-agujas, pinzas y tijeras de microcirugia, seda
triangular 3/0 para puntos de separaciénly cierre de la via, Prolene 7/0 para el
cierre del retroperitoneo, Dexon 5/0 para el cierre de la aponeurosis, Dermalon
9/0 para la sutura vascular.

- Material habitual para mantener condiciones estériles: guantes, mascarilla,

bata, gasas, painos, etc.

Inmunosupresor:

- Ciclofosfamida: 225 mg / Kg.
Antibiéticos:

- Vancomicina: 20 mg por rata.

- Cefoxitina: 20 mg por rata.
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3.2. - METODO

3.2.1. - Esquema general de trabajo

Se trata de un estudio experimental, longitudinal, prospectivo,

randomizado (por bloques) y ciego.

De las 93 ratas, fueron excluidas 3, 2 machos por fallecimiento
intraoperatorio no relacionado con el experimento y 1 hembra por estar

prefiada.

Las 90 ratas restantes se dividieron en 6 grupos (15 en cada grupo) : se
hicieron 2 grupos control sin antibidtico (uno para las prétesis de Dacron y otro
para las de PTFE):

- 15 ratas con prétesis de Dacron y sin antibidtico (DO)

- 15 ratas con prétesis de Dacron y con vancomicina (DV)
- 15 ratas con prétesis de Dacron y con cefoxitina (DC)

- 15 ratas con proétesis de PTFE y sin antibidtico (PO)

- 15 ratas con prétesis de PTFE y con vancomicina (PV)

- 15 ratas con prétesis de PTFE y con cefoxitina (PC).

El dia de la primera intervencidon, las ratas son identificadas
marcandolas con rotulador indeleble en las colas; una vez terminada ésta, se

introducen en jaulas etiquetando el nimero de rata y el dia de la intervencion.
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A los 10-12 dias se reintervienen para extraer la protesis que se introduce en
un tubo de ensayo estéril con 5 cc de suero fisiolégico y se traslada

inmediatamente al |aboratorio.

3.2.2 - Creacidén del modelo quirdrgico

Se inicia con anestesia intramuscular en regién glitea de rata de raza
Wistar, utilizando el siguiente coctel:

- ketolar 5 mg

- atropina 2 mg

- diazepan 2 mg
tomando de la misma 0,8 c.c. calculado para el peso de las ratas utilizadas La
analgesia se realiza con 0,25 c.c. de buprenorfina subcutanea. A los 5 minutos
la rata quedard sedada, relajada y analgesiada, manteniendo respiracién

espontanea.

Se rasura el abdomen y se pasa a la mesa de operaciones, colocando
la rata con la parte ventral hacia arriba ( decubito supino), sobre un tablero de
diseccién. Posteriormente se pinta el abdomen con povidona yodada, se
procede a la sujecion de la rata al tablero con esparadrapo en las patas

anteriores y posteriores y fijadas al tablero con agujas intramusculares.
A continuacion, se procede a la incisidon de la piel, con bisturi n°15,

desde xifoides a la porcidn inferior del abdomen, abriendo la pared abdominal

a través linea media. Se secciona la pared abdominal, a través de la linea
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alba, y el peritoneo con tijeras de diseccion. La pared abdominal es separada,
con cuatro puntos de tracciéon en las porciones superior e inferior de la
laparotomia media realizada; se colocan agujas intramusculares inclinadas que
traccionen estos puntos con un angulc de unos 35 grados con el fin de que

soporten la tension que sobre ellas se aplica.

Se explora |a cavidad abdominal y se inocula localmente sobre el
peritoneo, ciclofosfamida; seguidamente se procede a la evisceracién del
paquete intestjnal (intestino delgado y grueso) hacia ia derecha, seccionando
con tijeras de microcirugia las posibles adherencias de los mesenterios:
seguidamente se administra el antibidtico elegido sobre el peritoneo, segun
cada grupo y se cubre con una gasa humedecida con suero fisiolégico el

paquete intestinal.

A partir de éste momento continuamos la diseccién con microscopio y
material de microcirugia. Se identifica en retroperitoneo, por transparencia, los
uréteres, vena cava y agorta con sus ramas (entre otras estructuras
anatémicas).

Se realiza la seccidn del peritoneo posterior, disecando la aorta
infrarenal hasta su bifurcacién. Se liga con Proléne de 7/0, si hay alguna rama
aodrtica que dificulta la diseccién y se prepara la aorta para la colocacion del
parche protésico de tamarno 1,5 x 0,8 mm (Dacron-Colageno o PTFE-pared
fina, segun el grupo); se procede al clampaje con microclanes del segmento

infrarrenal de aorta elegido, procediéndose a la apertura longitudinal de |a
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aorta con bisturi del n°11, completada con tijera de microcirugia; se lava con
suero fisiologico en jeringa, y se procede a la sutura del parche en el segmento
de aorta abierto por medio de 6 puntos sueltos de Dermalon 9/0. Se sueltan los
clanes y se procede a la hemostasia, que suele ser suficiente con la simple
compresion, precisando en ocasiones algun punto adicional de hemostasia. Se
inoculan sobre |a angioplastia adrtica 0,1 ml de indculo de cepa ATCC 25923 y

se cierra retroperitoneo, con 4 puntos sueltos de Prolene de 7/0.

Se coloca el paquete intestinal en su posicion anatémica y se procede al
cierre de la pared abdominal con Dexon 5/0 en sutura continua en bloque. La
piel se cierra con seda 3/0 con puntos sueltos. Se aplica povidona yodada
sobre la herida quirirgica y se introduce en una jaula habitual para ratas,
iniciando tolerancia a liquido a las 2 horas del final de la intervencion e

iniciando tolerancia a sélidos al dia siguiente.

A los 10-12 dias se realiza la extraccion de la protesis, procediéndose a
la reintervencion de igual manera descrita anteriormente. Se procede a
identificar la protesis disecando la porcién proximal y distal de ta misma y
realizando el despegamiento de la vena cava adyacente; se procede a la
ligadura de la aorta proximal y distal a la angioplastia con sutura de Prolene
5/0 y se cierra la cavidad abdominal en la forma descrita previamente. A pesar

de la ligadura de la aorta el 75% de los animales sobrevive debido a la

circulacién colateral que es capaz de desarrollar.
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3.2.3. - Método microbiolégico. Anatomia patolégica

Staphylococcus aureus es un microorganismo que crece bien en

condiciones de aerobiosis al no tener grandes requerimientos metabdlicos.

En el laboratorio, la prétesis extraida se incuba en medio agar Columbia
sangre (medio diferencial sin actividad selectiva que permite el crecimiento de
cocos gram positivos) y agar Cled ( medio diferencial sin actividad selectiva
que permite el crecimiento de cocos gram positivos y enterobacterias) durante
18 a 24 horas, apareciendo unas colonias lisas blandas y regulares de

coloracién blanca o amarillo dorada.

La primera prueba de identificaciébn del microorganismo, se realiza
mediante la tincion de Gram, observando cocos gram positivos agrupados o en
racimos. La identifibacién se realiza mediante la positividad de |as siguientes
prJebas como son: prueba de la catalasa y la fermentacion de la glucosa,
prueba de la coagulasa, la fermentacién del manitol y la ADNasa termoestable.

Se hizo un estudio del comportamiento anatomopatolégico de los dos
tipos de protesis implantados en ratas del grupo control, con tincién de

Hematoxilina-Eosina y técnica de Masson.
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3.2.4. - Andlisis de los datos

Los datos fueron estudiados por medio de los programas SPSS y EPI-
INFO. Se comprobé la normalidad de las variables continuas EDAD y PESO y
se agrupo la muestra por los valores de las variables de confusion: sexo, edad

y peso.

Se realizé un primer estudio de estadistica descriptiva que consistio en
el calculo de los estadisticos siguientes de las variables continuas:
- Medidas de centralizacién: media, mediana y moda.

- Medidas de dispersion: desviacidn estandar y rango.

Se estudid la relacién de la variable INFECCION (Si/No) con las

variables PROTESIS y ANTIBIOTICO por medio de las tablas de 2x2 : se hizo

un % en las cualitativas.

En todos los casos se considera que los datos son estadisticamente

significativos al 95% (p<0.05).

Se cruzaron las variables INFECCION con PROTESIS e INFECCION
con ANTIBIOTICOS obteniéndose los siguientes grupos:

1. Dacron-Cefoxitina vs. Dacron-Vancomicina (DC - DV).

2. PTFE-Cefoxitina vs. PTFE-Vancomicina (PC - PV).

3. Dacroh-Vancomicina vs. PTFE-Vancomicina (DV - PV).

4. Dacron-Cefoxitina vs. PTFE-Cefoxitina (DC - PC).
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5. Dacron-Cefoxitina vs. PTFE-Vancomicina (DC - PV},
6. Dacron-Vancomicina vs. PTFE-Cefoxitina (DV - PC)
en |os cuales se calcularon:
- Las tasas de atague (individual y por grupos).
- Riesgo relativo (razdn de las incidencias) .
- Riesgo atribuible (al factor de riesgo): diferencia de los riesgos
absolutos de enfermedad.
- Fraccion etioldégica del riesgo: porcentaje del riesgo de enfermedad

atribuible a fa exposicidn al factor de riesgo.
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" 4- RESULTADOS
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4.1 - Modelo quirurgico

La descripcion grafica del modelo quirdrgico creado en este estudio se
refleja en las siguientes fotografias:

Fotografia 1. Preparacién del campo quirdrgico.

Fotografia 2: Apertura de la cavidad abdominal.

Fotografia 3. Separacién y traccidon de las paredes abdominales.

Fotografia 4. Evisceracion del paquete intestinal.

Fotografia 5. Diseccion microscopica de ia aorta.

Fotograffa 6: Comparacion del tamafic de la aorta y de aguja

intramuscular. Fotografia 7. Clampaje de |a aorta infrarrenal.

Fotografia 8: Arteriotomia longitudinal de |a aorta.

Fotografia 9: Inicio de sutura de protesis sobre aorta con-puntos sueltos.

Fotografia 10: Progresion de sutura protésica.

Fotografia 11: Finalizacion de la sutura de l1a protesis.

Fotografia 12: Desclampaje aértico con hemostasia adecuada.
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Foto 2. Apertura de cavidad abdominal
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Foto 3. Separacion y traccién de las paredes abdominales

Foto 4. Evisceracion del paquete intestinal
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Foto 6. Comparacion del tamafo de la aorta y de aguja intramuscular
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Foto 8. Arteriotomia longitudinal de la aorta
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Foto 10. Progresion de sutura protésica
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Foto 12. Desclampaje adrtico con hemostasia adecuada
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4.2. - Microbiologia. Anatomia patolégica.

El microorganismo crecid en racimos. Dieron positivos los resultados de
las siguientes pruebas:

- Tincién de gram.

- Prueba de la catalasa.

- Fermentacién de la glucosa.

- Prueba de la coagulasa.

- Fermentacién del manitol.

- ADNasa termoestable.

Las fotos 13 a 16, muestran la anatomia patoldgica de los dos tipos de
prétesis en los grupos control :

Fotografia 13 : Fibras de PTFE en pared arterial x 400.

Fotografia 14 : Intergracion de las fibras de PTFE.

Fotografia 15 : Fibras de Dacron en el interior de la luz adrtica.

Fotografia 16 : Integracién de las fibras de Dacron con la pared arterial.
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Foto 14. Integracion de las fibras de PTFE
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Foto 16. Integracion de las fibras de Dacron con la pared arterial

Pagina 73



4.3 - Anéalisis de los datos

4.3.1 - Resultados generales

El peso medio fue de 197 +/- 2 .3 g., vy la edad media de 50.1 +/- 5.5

semanas.

- Los valores de los estadisticos (media, mediana, moda, desviacion estandar y

rango), para las variables de sexo y edad se muestran en |a tabla 4.

- La distribucion de las prétesis respecto al sexo viene reflejada en la tabla 5,

(grafico 2).

- El nimero de animales infectados segun la prétesis usada se recoge en la

tabla 6, (grafico 3).
- El numero de ratas infectadas con cefoxitina y vancomicina asi como las

ratas infectadas segun se hayan empleado o no antibidtico se refleja en las

tablas 7 y 8, (graficos 4y 5).
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- El numero de ratas infectadas en el grupo control (sin antibidtico), el grupo

con vancomicina y el grupe con cefoxitina se separan en |a tabla 9, (gréafico 6).

- La relacién de ratas infectadas segun el tipo de prétesis viene recogida en la

tabla 10, (grafico 7).

Tabla 4 : Valores estadisticos de peso y edad

Estadistico Peso (gramos) Edad (semanas)
media 1977 50,1
mediana 1970 50,0
moda 198,0 50,0
desv. St 23,0 5,50
rango 105,0 20,0
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Tabla 5 : Tipo de prétesis respecto al sexo

Dacron PTFE Total

Hembras 23 23 46
Machos 22 22 44
Total 45 45 90

RR = 1,00 ; Chi* Pearson = 0.00 ; Valor de P = 1.00
No hay diferencias en la distribucion del tipo de prétesis respecto al sexo

de las ratas.

Grafico 2

Distribucién por Sexo y Prétesis
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Tabla 6 : Ratas infectadas segun protesis

Infectadas No Infectadas Total
Dacron 30 15 45
PTFE 23 22 45
Total 53 37 90
RR=1,30.

La probabilidad de infectarse es un 30% mas alta en el grupo con la

protesis de Dacron respecto al grupo con PTFE.

Grafico 3

Ratas Infectadas Segun Prétesis

Dacron

Infectadas

No Infectadas
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Tabla 7 : Ratas infectadas segun antibiético:

Infectadas No Infectadas Total
Cefoxi. 15 15 30
Vanco. 11 19 | 30
Total 26 34 60
RR = 1,36

La probabilidad de infectarse es un 36% mas alta en el grupo tratado con

cefoxitina respecto al grupo tratado con vancomicina.

Grafico 4

Ratas Infectadas segun Antibiético

No Infect.

Infect.
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Tabla 8 : Ratas infectadas con/sin antibiético (AB):

Infectadas No Infectadas Total

Sin AB 27 3 30
AB 26 34 60
Total 53 37 90

RR = 2,08. Chi* Pearson = 17.99 : Valor de P = 0.000022

La probabilidad de infectarse es un 108% mas en el grupo sin antibiético

‘respecto al grupo con antibiético.

Grafico 5

Ratas Infectadas con/sin Antibiético

No Infectada

Infectada

Pdgina 79



Tabla 9 : Ratas infectadas segun antibi6tico utilizado y control

Sin AB Vancomicina Cefoxitina Total
Infectada 27 11 15 53
No Infectada 3 19 15 37
Total 30 30 30 90

Analisis simple de la tabla: Chi = 19.09; valor de p = 0,000071

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Grafico 6

Ratas Infectadas segun Antibiético y control

£

i

25

20

Infectada

No Infectada

Vanco.
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Tabla 10 : Ratas infectadas segun el tipo de protesis

Infectada No Infectada Total
Dacron 16 14 30
PTFE 10 20 30
Total 26 34 60
RR= 1,60

La probabilidad de infectase es un 60% mayor en el grupo con protesis de

Dacron respecto a grupo con PTFE.
Grafico 7

Ratas Infectadas segun Proétesis

No Infectada

Infectada
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4.3.2 - Tasa de ataque

La tasa total de ataque de toda la poblacién, incluyendo el control, fue
del 58%. En el grupo control alcanzé el 90% siendo 7 puntos mas alto para el
grupo con Dacron (93%) que para el de PTFE (86%). La tasa de ataque en el
grupo de estudio fue del 43% ; las tasas de ataque de los distintos subgrupos

viene reflejada en la figura 4.

Dacron (14/15)
93%

Control (27/30)
90 %

L PTFE (13/15)
86%

Total (53/90)
o O

Dacron
(7/15) 46%

Vancomicina
(11/30) 36% PTFE

(4/15) 26%
Con antibidtico ——
(26/60) 43%
: Dacron
-1 (9/15) 60%
Cefoxitina —
-1 (15/30) 50% I

PTFE
(6/15) 40%

Figura 4 : Tasa de ataque
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4.3.3 - Riesgo relativo

El riesgo relativo (RR) de infeccidn entre los distintos grupos de estudio,

viene mostrado en las siguientes tablas y graficos:

- Tabla 11: riesgo relativo de los grupos Dacron-Cefoxitina vs Dacron-
Vancomicina (grafico 8).

- Tabla 12: riesgo relativo de los grupos PTFE-Cefoxitina vs PTFE-
Vancomicina {grafico 9). -

- Tabla 13: riesgo relativo de los grupos Dacron-Vancomicina vs PTFE-

Vancomicina (grafico 10).

- Tabla 14 : riesgo relativo de los grupos Dacron-Cefoxitina vs PTFE-Cefoxitina
(grafico 11).

- Tabla 15: riesgd relativo de los grupos Dacron-Cefoxitina vs PTFE-
Vancomicina (grafico 12).

- Tabla 16: riesgo relativo de los grupos Dacron-Vancomicina vs PTFE-
Cefoxitina (grafico 13).

- Tabla 17 . riesgo relativo de los grupos control Dacron-Sin antibidtico vs
PTFE-Sin antibidtic (grafico 14).

- Tabla 18 : Resumen de los riesgos relativos entre los distintos grupos en

estudio.
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Tabla 11

: Dacron-Cefoxitina(DC)/Dacron-Vancomicina(DV):

Infectadas No Infectadas Total
Dacron - Cefoxitina 9 6 15
Dacron - Vancomicina 7 8 15
Total 15 15 30
RR=1,29

La probabilidad de infectarse es un 29% mayor en el grupo de Dacron-

Cefoxitina respecto al grupo Dacron-Vancomicina.

Gréfico 8

R.R. Dacron-Cefoxitina vs. Dacron-Vancomicina

Dacron - Cefoxitina

Dacron - Vancomicina

Infectada

No Infectada
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Tabla 12 : PTFE-Cefoxitina(PC)/PTFE-Vancomicina(PV):

Infectadas No Infectadas Total
PTFE- Cefoxitina 6 9 15
PTFE - Vancomicina 4 11 15
Total 10 20 30
RR = 1,50

La probabilidad de infectarse es un 50% mayor en el grupo PTFE-

Cefoxitina respecto al grupo PTFE-Vancomicina.

Grafico 9

R.R. PTFE-Cefoxicina vs. PTFE-Vancomicina

PTFE - Vancomicina

No Infectada

Infectada
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Tabla 13 : Dacron-Vancomicina (DV)/ PTFE-Vancomicina (PV):

Infectada No Infectada Total
Dacron- Vancomicina 7 8 15
PTFE- Vancomicina 4 11 15
Total 11 19 30
’RR =1,75

La probabilidad de infectarse es un 75% mayor en el grupo Dacron-

Vancomicina respecto al grupo PTFE-Vancomicina.

Grafico 10

R.R . PTFE-Vancomicina vs. Dacron-Vancomicina

Dacron- Vancomicina

PTFE- Vancomicina

No Infeccion

Infecccion
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Tabla 14 : Dacron-Cefoxitina(DC)/PTFE-Cefoxitina(PC):

Infectada No Infectada Total
Dacron- Cefoxitina 9 6 15
PTFE- Cefoxitina 6 9 15
Total 15 15 30
RR = 1,50

La probabilidad de infectarse es un 50% mayor en el grupo Dacron-

Cefoxitina respecto al grupo PTFE-Cefoxitina.

Grafico 11

R.R. Dacron-Cefoxitina vs. PTFE-Cefoxitina

PTFE- Cefoxitina

7 Dacron- Cefoxitina

Infectada .
No Infectada
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Tabla 15 : Dacron-Cefoxitina(DC)/PTFE-Vancomicina(PV)

Infectada No Infectada Total
Dacron- Cefoxitina 9 6 15
PTFE- Vancomicina 4 11 15
Total 13 17 30
’RR =225

La probabilidad de infectarse es un 125% mayor en el grupo Dacron-

‘Cefoxitina respecto al grupo PTFE-Vancomicina.

Grafico 12

R.R. PTFE-Vancomicina vs. Dacron Cefoxitina

Dacron- Cefoxitina

PTFE- Vancomicina

No Infectada
Infectada
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Tabla 16: Dacron-Vancomicina(DV)/PTFE-Cefoxitina(PC):

Infectada No Infectada Total
Dacron- Vancomicina 7 8 15
PTFE- Cefoxitina 6 9 15
Total 13 17 30
RR =1.17

La probabilidad de infectarse es un 17% mayor en el grupo Dacron-

Vancomicina respecto al grupo PTFE-Cefoxitina.

Grafico13

R.R. Dacron-Vancomicina vs. PTFE-Cefoxitina

o
e
o

PTFE- Cefoxitina

/" Dacron- Vancomicina

No Infectada

Infectada
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Tabla 17 : Dacron sin antibiético(DO)/PTFE sin antibidtico(PO):

Infectada No Infectada Total
Dacron- Sin Antibiético 14 1 15
PTFE-Sin Antibiético 13 2 15
Total 27 3 30
RR =1.08

La probabilidad de infectarse es un 8% mayor en el grupo Dacron-Sin

‘antibidtico respecto al grupo PTFE-Sin antibidtico.

Grafico 14

R.R. Dacron-Sin Antibiético vs. PTFE-Sin Antibiético

B st

PTFE-Sin Antibiético

Dacron- Sin Antibiético

Infecccion

No Infeccién
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Tabla 18 : Riesgo Relativo de los grupos en estudio

DC 1.29

PV 1.75 2.25

PC 1.17 1.50 1.50
DV DC PV

DV= Dacron-Vancomicina DC=Dacron-Cefoxitina

PV= PTFE-Vancomicina PC=PTFE-Cefoxitina -
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4.3.4 - Riesgo atribuible al factor de riesgo en los grupos de estudio

Los datos que se han obtenido son:

- Dacron-Sin antibidtico {DO) vs Dacron-Cefoxitina (DC) :
0.93-0.60=0.33

El empleo de Cefoxitina redujo un 33% las infecciones respecto al grupo

control sin antibidtico.

- Dacron-Sin antibiético (DO) vs Dacron-Vancomicina (DV) :
0.93-046 =047
E! empleo de Vancomicina redujo un 47% las infecciones respecto al

grupo control sin antibidtico.

- PTFE-Sin antibiético (PO) vs PTFE-Cefoxitina (PC) :
0.86-040=0.46
El emplec de Cefoxitina redujo un 46% las infecciones respecto al grupo

control sin antibidtico.

- PTFE-Sin antibiético (PO) vs PTFE-Vancomicina (PV) :
0.86-0.26 = 0.60
El empleo de Vancomicina redujo un 60% las infecciones respecto al

grupo control sin antibidtico.
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- Dacron-Sin antibiético (DO) vs PTFE-Sin antibiético (PO) :
0.93-0.86 =0.07
En el grupo de PTFE-Sin antibidtico se presentaron un 7% menos de

infecciones respecto al grupo de Dacron-Sin antibiético.

Grafico 15

Riesgo Atribuible en %

DO- DO- PO- DO- PO-
PO DC PC DV PV

DO : Dacron sin antibiético. PO : PTFE sin antibiético. DC : Dacron-cefoxitina.

PC : PTFE-cefoxitina. DV : Dacron-vancomicina. PV : PTFE-vancomicina.

Pagina 93



4.3.5 - Fraccidn etiolégica de riesgo

Los datos que se han obtenido son:

- Dacron-Sin antibiético (DO) vs Dacron-Cefoxitina (DC):
{0.93-0.60)x 100/0.93 = 35.48 %
La variacion del riesgo (medido por la tasa de ataque) del grupo

Dacron-Sin antibiético respecto al grupo Dacron-Cefoxitina es de un 35.48%.

- Dacron-Sin antibiético (DO) vs Dacron-Vancomicina (DV) :

(0.93 - 0.46) x 100/0.93 = 50.53%

La variacidn del riesgo {medido por la tasa de ataque) del grupo
Dacron-Sin antibidtico respecto al grupo Dacron-Vancomicina es de un

50.53%.

- PTFE-Sin antibiético (PO) vs PTFE-Cefoxitina (PC) :
(0.86 - 0.40) x 100/0.86 = 53.48%
La variacion del riesgo (medido por la tasa de ataque) del grupo PTFE-

Sin antibidtico respecto al grupo PTF E-Cefoxitiné es de un 53.48%.

- PTFE-Sin antibiético (PO) vs PTFE-Vancomicina (PV) :
(0.86 - 0.26) x 100/0.86 = 69.76%
La variacion del riesgo (medido por la tasa de ataque) del grupo PTFE-

Sin antibidtico respecto al grupo PTFE-Vancomicina es de un 69.76%.
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- Dacron-Sin antibiético (DO) vs PTFE-Sin antibiético (PO) :
0.93-0.86 =0.07

En el grupo de PTFE-Sin antibidtico se presentaron un 7% menos de

infecciones respecto al grupo de Dacron-Sin antibiético.

Grafico 15

Riesgo Atribuible en %

DO- DO- PO- DO- PO-
PO DC PC DV PV

DO : Dacron sin antibiético. PO : PTFE sin antibiético. DC : Dacron-cefoxitina.

PC : PTFE-cefoxitina. DV : Dacron-vancomicina. PV : PTFE-vancomicina.
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5- DISCUSION
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5.1 - Método Quirdrgico y Microbiolégico.

Los ensayos clinicos tienen como objetivo principal valorar la eficacia de
una intervencion sanitaria; ésto se consigue al comparar ‘los resultados
obtenidos al utilizar ia intervencion sanitaria en un grﬁpo de sujetos con los
resultados obtenidos en un grupo control en el cual no se realiza dicha

intervencion,

Los modelos de infeccién de prétesis vascular en animales permiten una
mejor evaluacién del método y una aproximacion para la prevencion y el
tratamiento. Sin embargo no pueden extrapolarse a la clinica humana ya que
los resultados dependen del tipo de inoculacion y de los distintos animales
empleados ; por ejemplo, las ratas requieren concentraciones mucho mas altas
que en los hombres para causar infeccion y los perros pueden tener
bacteriemias que no son bien neutralizadas por el sistema reticuloendotelial

del bazo''®.

La infeccion de prétesis vascular ha sido estudiada de forma
experimental colocando prétesis vasculares a nivel subcutaneo, abdominal,

implantandola sobre Ia arteria nativa, etc.
La implantacién subcutanea, permite una facil aplicacion del injerto y la

sencilla extraccion del mismo, con la comprobacion de la eficacia de la

profilaxis antibidtica aplicada, en el injerto implantado. Los modelos que
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aplican la prétesis sobre la cavidad abdominal se ha estudiado el la
translocacion bacteriana que se produce. La mayoria de {os modelos aplican la
prétesis vascular en la aorta abdominal infrarrenal, realizandose |la
anastomosis termino-term‘inal (T-T), otros como el grupo de Moore''®%117
utilizan como arteria en la que se implanta la protesis la cardtida primitiva,

debido a su facil accesiblidad a través de una cervicotomia.

En la revision de la literatura realizada encontramos un trabajo realizado
por Marimoto en 1991 en ratas (20 animales), en el cual se realizé |a
reconstruccion de la bifurcacién carotidea, pero con parches protésicos
rectangulares obtenidos de vena femoral superficial y de bifurcacion
carotidea, provinientes de otras ratas donantes; se utilizé también microcirugia
para las intervenciones. En este estudio, la permeabilidad fue del 97% y 75%

respectivamente; en nuestro estudio fue del 100%.

Sin embargo hay pocos modelos experimentales de protesis vasculares
" desarrollados en animales debido a la dificultad y coste que entrafa su
seguimiento en el tiempo. La mayoria de estos estudios se han desarrollado
sobre animales mas grandes: conejos'™* ', perros™" " cerdos'®, ovejas'?*

125, 126’ Vacasﬂ'f.

En el estudio realizado por Harris'®, utiliza al perro como animal de

experimentacion y como prétesis Dacron en posicion de aorta abdominal

infrarrenal, realizando la anastémosis termino-terminal ; el gérmen
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contaminante fue el Staphylococcus epidermidis, y el antibiético el cefamandol,
estableciendo tres grupos. A diferencia de nuestro modelo el ndmero es
menor( 32 frente a 90), siendo los grupos menos homogéneos, no utiliza mas
que un tipo de prétesis y un tipo de antibidtico. Su trabajo concluye con que el
antibidtico administrado profildcticamente reduce la infeccion de |a protesis
implantada. Otros estudios realizados en perros, como el de Goeau-
Brissomere'®, utiliza como prétesis PTFE, colocados en aorta toraco-
abdominal, utilizando como gérmen infectante e! Staphylococcus aureus, que
se inocula por via intravenosa después de la implantacién de! injerto. El
antibidtico utilizado profilacticamente fue la ceftriaxona. En este trabajo el
numero de animales es pequeio(12), no disponiendo de grupo control y al
igual que el modelo comentado previamente unicamente utiliza un tipo de

prétesis y un tipo de antibistico.

Los gérmenes que‘més se han utilizado en los modelos experimentales
son  Staphylococcus aureus, Staphylococcus  epidermidis y menos‘
frecuentemente Escherichia coli. La inoculacion de los gérmenes pueden
hacerce por via intravenosa como en los modelos de Moore o bien in situ como
el de Sardelic', que utiliza ovejas con injertos de Dacron y PTFE implantados
en cardtida, el microorganismo fue Staphylococcus epidermidis, en nuestro
nuestro modelo tambien hacemos la inoculacion in situ.

La eficacia de la profilaxis antibidtica se comprobd en los estudios de
Kaisser'”!, comprobando en un estudio a doble ciego una disminucion de I

infeccion protésica, en los casos en los que se utilizo antibidtico frente a
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aquellos que no lo hacen; resultados similares son los aportados por Pitt'®,
Rutledge'® y May'>, utilizando diferentes antibiéticos y gérmenes, siendo el

perro el animal utilizado.

La utilizacién de prétesis impregnada en antibiético ha sido utilizada, los
primeros modelos utilizaron dacron impregnado en tetraciclina®™, siendo el el
perro el animal de experimentacion utilizado. Moore® utilizd prétesis de
Dacron impregnado en amikacina. En la actualidad se estan utilizando protesis
de Dacron con gelatina impregnado con rifampicina, destacan los estudios
experimentales de Sardelic’®*" con protesis de Dacron utilizando como
animal de experimentacion la oveja como gérmenes el S. aureus y el S
epidermidis , con resultados satisfactorios. Las prétesis de PTFE tambien han
sido impregnadas en ofloxacino en modelo experimental'®, utilizando como
animales de experimentacion conejos, efectuandose la implantacion de la
protesis en la vena cava inferior. Estos estudios exprimentales son

esperanzadores , pero todavia tienen que ser ampliados para la utilizacién en

clinica humana.

Destacan los estudios experimentales de D°Addato™, que
posteriormente realizd un estudio multicentrico en Hospitales italianos, sin
obtener resultados concluyentes. En Espafia, en la actualidad se esta
realizando un estudio Hospitalario multicentrico utilizando Dacron-gelatina
impregnado con rifampicina, del cual podremos extraer conclusiones una vez

finalizado.
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En el campo de la criopreservacion, se han realizado estudios
experimentales, que aunque son esperanzadores tienen que ser ampliados. Se
emplean en clinica humana (fundamentaimente en infeccién de injertos
protesicos), se ha visto degeneracién de los mismos y frecuente dehiscencia
anastomotica que suelen tener un fatal prondstico. Se han utilizado estudios
experimentales de criopreservacion con numerosos animales'®, como gatos,
perros, conejos, para ver los cambios histolégicos que aparecen en la pared

arterial.

En nuestro trabajo, nos planteamos el desarrollo de un modelo
quirdrgico experimental en ratas Wistar dado su bajo coste econémico (1.220

"', en comparacion con otros pequefios animales de peso y tamafio

pts/rata)
similares (tabla 20):

- otras ratas de laboratorio, por ejemplo, ratas Brown Norway (4.200 pts/rata),
Lewis (2.800 ptslrat'a), SHR (3.250 pts/rata).

- ratones : Nude CD1 (2.780 pts/raton), SKH1-Hairless (2.195 pts/ratén).

- cobayos : Hartley (2.740 pts/cobayo), Tricolor (3.707 pts/cobayo).

Tabla 20: Diferencia del coste por animal respecto a la rata Wistar en,

porcentaje
Otras ratas Ratones Cobayos
Brown Norway 244% Nude CD1 127% Hartliey 124%
Lewis 130% SKH1t-Hairless 80% Tricolor 204%
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En animales de mayor tamario, el coste econdmico es mucho mayor, por
ejemplo, para una edad y peso medio, el precio por animal sera:
- conejos: Hy/Cr (4.027 pts/conejo), KBL (NZW) BR (8.500 pts/conejo).
- perros: Beagle (43.000 pts/perro).

- minicerdos : Micropig Yucatan (110.000 pts/cerdo).

El mantenimiento y cuidado de la rata Wistar es mas barato que el de
los otros pequerios animales mencionados y notablemente inferior al de ios
animales mayores. Asi mismo, el manejo del animal en si, es mas sencillo y el

seguimiento y rea lizacidn es de mas facil realizacién.

Debido al pequefio tamafio de la aorta (foto 6), sobre la cual se implanta
la prétesis, se necesita menor cantidad de material protésico en cada
intervencion, aspecto también importante ya que asi el coste se disminuye
notablemente. En este sentido, mientras en nuestro modelo utilizamos un
segmento de prétesis de 1.5 mm x 0.8 mm., en animales mayores, se requerira

un segmento cilindrico de la prétesis, encareciendo el experimento.

En los modelos que utilizan perros, ovejas, cerdos, precisaran en lugar
del pequefio parche de material protésico, un segmento de prétesis, cuyo
diametro suele ser de 6 mm. y cuya longitud dependera del lugar de

implantacion, pero que oscila alrededor de los 4-6 cm.
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La anestesia utilizada en nuestro modelo, es una mezcla de ketamina,
atropina y diazepan, de aplicacion intramuscular. En los animaiés mayores
requerird normalmente una induccién anestesica, intubacién orotraqueal,
mantenimiento de la anestesia con gases (protoxido de nitrégeno), lo que
requerira un quiréfano de cirugia experimental, con la infraestructura adicional,

que encarecera notablemente el experimento.

En la cirugia de animales mayores, se hace mas necesario, la utilizacion
de ayudante, tanto para la preparacién como para |a técnica quirtrgica, hecho

no necesario en nuestro modelo, lo que implica una mayor autonomia.

Todas estas causas comentadas en los parrafos precedentes, seran
quizés las dan lugar, al pequefic nimero de animales de experimentacion

utilizados en los modelos con estos animales mayores.

Sin embargo, la técnica quirirgica es mas compleja; y laboriosa por
tener que utilizar microscopio para su realizacion; el diametro de la aorta de la
rata no es superior a 1.1 mm sobre la cual hay que realizar la sutura del
parche de la protesis vascular. Esta técnica de angioplastia, requiere un
aprendizaje previo para el conocimiento de la técnica microquirGgica, que

puede alargar el tiempo para el desarrollo del modelo.

Una vez familiarizados con la técnica microquirdrgica, el tiempo utilizado

tanto en la implantacion de la prétesis, como posteriormente, para la extraccién
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de la misma, no es mayor que el que se emplearia en una cirugia convencional

de animales mayores.

El indculo utilizado ha sido Staphylococcus aureus, cepa ATCC 25923,
la cual es meticilin-sensibie, para poder comparar la eficacia de los antibidticos

elegidos : cefoxitina y vancomicina.

Se eligi6 la cefoxitina por estar incluida en gran parte de los protocolos
de profilaxis antibiética en cirugia vascular. Las cefalosporinas son antibidticos
ampliamente utilizadas en en profilaxis quirdrgica'®?, fundamentalmente en

“cirugia limpia”.

Se han realizado estudios comparando diferentes cefalosporinas', sin
haber obtenido entre las mismas diferencias estadisticamente significativas. Se
utilizan en cirugia vascular en profilaxis quirdrgica, (tanto en las cirugias en las
que se utilizan prétesis, como en aguellas “cirugias limpias” que no lo hacen),
como las endarterectomias carotideas, las tromboendarterectomias globales

aorto-iliacas y las simpatectomias.
La vancomicina se utiliza en aquellos centros hospitalarios en los que

se han encontrado cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina,

o bien en aquellos pacientes que son alérgicos a los betalactamicos.
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La infeccidn protésica puede ser causada por muitiples organismos; ya
en la década de los setenta Szilagyi'*, Liekweg y Greenfiled'*® encontraron en
un 33% y 50% respectivamente a Staphylococcus aureus como patégeno
prevalente, en un 40% bacterias gram negativas y flora mixta en el 10% -15%

restante.

Actualmente el numero de gram negativos aislados como causa de
infecciones de injertos ha aumentado hasta el 66%, se alcanza una frecuencia

del 5%-20% de cultivos esteriles en casos de infeccidn protésica’®54147.14

Hemos utilizado la ciclofosfamida la para producir inmunosupresion, por
la alta resistencia de la rata contra la infeccién, debido al gran desarrolio del
sistema. inmunolégico que posee la rata Wistar. Con la ciclofosfamida
disminuimos la resistencia a la colonizacién bacteriana. Previémente habiamos
observado la dificultad de la colonizacién bacteriana sin la utilizacidn de

inmunosupresion.

La ciclofosfamida es uno de los inmunosupresores mas utilizados en los
diferentes modelos experimentales desarrollados en ratas'®'%0'5'152 gp
nuestro modelo empleamos la administracion de la ciclofosfamida por via
intraperitoneal, una vez abierta la cavidad abdominal y antes de abrir el

retroperitoneo,
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5.2 - Estudio anatomopatolégico

El estudio anatomopatolégico muestra el similar comportamiento
de ambos tipos de protesis, objetivandose una mayor integracion con los
tejidos adyacentes en la protesis de Dacron posiblemente debido a su mayor

porosidad, mientras que en la de PTFE era menor.

Hemos utilizado la técnica de tincion de Hematoxilina-Eosina y la

técnica de Masson, que es la mas adecuada, al igual que otros autores'.

La pseudointima consiste fundamentalmente en células fusiformes
dispersas, colageno y fibrina, similar a los hallazgos encontrados en modelos

de perros como los del grupo de Shi"™ y de Scott'™,

Se ha visto como se produce la invasion de las fibras, a través de los
intersticios de las prétesis, se puede observar en la neointima de |a protesis la

presencia de macrofagos y de neutréfilos.

Los estudios inmunohistolégicos han demostrado la presencia de

células musculares y de colagena en la superficie del injerto’®,

Los mecanismos que se han postulado para explicar el crecimiento de la
neointima en animales de experimentacién han sido el crecimiento trasmural
~de las células, crecimiento del pannus y proliferacion a través de la

neocirculacion de precursores endoteliales.
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Se han estudiado en perros la endotelizacién de |las prétesis de Dacron
y PTFE ; se comprobé el crecimiento de céiulas musculares y fibroblastos' y
observaron el crecimiento mas précoz en las prétesis de PTFE que en las de
Dacron. Afirmaron que seria una de las causas por las cuales el PTFE tiene

una mayor permeabilidad primaria que el Dacron.

En nuestro estudio, al igual que los citados iguaimente, existe un
comportamiento similar en las prétesis de Dacron y de PTFE; puede
observarse en las reoperaciones que es mas dificil de sepérar la “camisa
periprotésica” de los injertos de PTFE que en los de Dacron, en los cuales una

vez disecada dicha cubierta, se puede separar facilmente la prétesis.

5.3 - Anédlisis de los datos

El peso medio de las ratas fue de 197 gr., con una edad media de 50
semanas. La distribucidn de las prétesis respecto al sexo de las ratas fue

similar (tabla 5, gréfico 2).

Incluido el grupo control, las ratas con prétesis de Dacron se infectaron
mas (dos tercios), que las ratas con prétesis de PTFE (aproximadamente la
mitad), (tabla 6, grafico 3). El riesgo relativo obtenido fue 1.30, es decir, la
probabilidad de infectarse en el grupo con prétesis de Dacron fue un 30%

superior que en el grupo de PTFE.
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Considerando el antibiético, también incluido el control , el grupo mas
favorecido fue el de vancomicina (tabla 7, gréfico 4). El riesgo relativo obtenido
fue de 1.36, resultando en nuestro estudio un 36% mas probable la infeccion

con cefoxitina.

Se estudid [a poblacién agrupandola en dos grupos : control y estudio
para confirmar la ventaja del grupo en estudio (Tabla 8, grafico 5) ; en nuestro
caso, la probabilidad de infectarse en el grupo controi fue un 108% mayor que
en el grupo con antibidtico (estadisticamente significativo, p< 0.05). Se
estudiaron los datos en una tabla de contigencia separando los grupos en
control, grupo tratado con vancomicina y grupo tratado con cefoxitina (tabla 9,

grafico 6), siendo igualmente significativo (p < 0.05).

En el grupo de estudio, fas ratas con Dacron se infectaron también mas que el

grupo con PTFE (tabla 10, grafico 7), con una probabilidad mayor en un 60%.

En total, incluyendo al grupo control, en el 58% de las ratas (53/90) se
desarrolld infeccidén. Como era de esperar, en el grupo control fue mas alta,

alcanzando un 80% y en el grupo de estudio un 43%.
La tasa de ataque (figura 4) en el grupo de la vancomicina fue del 36% y

en el grupo de la cefoxitina fue del 50%; con ambos antibidticos los

porcentajes de infeccidn fueron mas bajos para el subgrupo de PTFE respecto
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al de Dacron. La combinacidon mas favorable fue la de prétesis de PTFE y

cobertura antibiética con vancomicina, logrando una tasa de ataque del 26%.

En relacién con el riesgo relativo (tabla 18), encontramos que la mayor
diferencia de riesgos corresponde a los grupos de PTFE y vancomicina en
relacién a Dacron y cefoxitina ; la menor diferencié -de riesgos corresponde a
los grupos de PTFE y cefoxitina en relacion a Dacron vy

vancomicina, compatible con |as tasas de ataque encontradas.

En el estudio del riesgo atribuible al factor de riesgo, consideramos
como factor de riesgo el hecho de no emplear antibidtico. La mayor reduccion
de infecciones se obtuvo, otra vez, en el grupo de PTFE con vancomicina
(60%) y la menor reduccion en el grupo de Dacron con cefoxitina (33%). En el

gréfico 15 pueden observarse |os distintos valores del riesgo atribuible.

La fraccion etiologica del riesgo es un indice de la variacion del riesgo
medido por la tasa de ataque. La mayor reduccion de infeccionas se obtuvo,
de nuevo, en el grupo de PTFE con vancomicina (casi un 70%) y la menor
reduccién en el grupo de Dacron con cefoxitina (35.48%). En el gréfico 16

vienen reflejados los distintos valores de la fraccién etiologica del riesgo.
Como test de inferencia se utiliz6 el test de la Chi-cuadrado y el test

exacto de Fisher (con correccién de Yates cuando fue preciso) ; de ellas fue

estadisticamente significativo el test de la Chi-cuadrado de la tabla de
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contingencia Antibidtico-Infeccidn, (p<0.05) (tablas 8 y 9, graficos 5 y 6). El
resto de las pruebas no dieron significacion estadistica posiblemente debido al
bajo nimero de sujetos incluidos en cada subgupo; es por ello que no

incluimos los intervalos de confianza y los datos sélo son orientativos.

Pagina 110



6 - CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1 - La rata Wistar parece un animal de experimentacién adecuado para la

implantacién de protesis vasculares en arteria nativa, con un menor coste.

2 - El modelo creado puede ser utilizado para ensayos terapéuticos con

distintas prétesis y diferentes antibioticos.

3 - La profilaxis antibiética quirdrgica con cefoxitina y vancomicina, previa a la
implantacion de protesis vasculares, ante la posibilidad de colonizacion por
Staphyloccocus aureus parece eficaz, aunque se requieren ensayos clinicos

que confirmen los resultados experimentales.

4 - La tasa de ataque fue mas baja para la vancomicina, respecto a la
cefoxitina y mas baja para las protesis de PTFE respecto a las de Dacron,

9 - En relacién con el riesgo relativo, la mayor diferencia de riesgos
corresponde a los grupos de PTFE y vancomicina respecto a los grupos con
~Dacron y cefoxitina ; la menor diferencia de riesgos corresponde a los grupos

de PTFE y cefoxitina en relacion a Dacron y vancomicina.

6 - La mayor reduccion de riesgo atribuible se obtuvo en el grupo de PTFE con

vancomicina y la menor reduccion en el grupo de Dacron con cefoxitina.
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7 - La mayor fraccion etiologica del riesgo se logré en el grupo de PTFE con

vancomicina y la menor reduccion en el grupo de Dacron con cefoxitina.
8 - Se ha obtenido mejores resultados, con las prétesis de PTFE gue con las

de Dacron, y mejores con la vancomicina que con la cefoxitina, aunque en

ambos casos no son estadisticamente significativos.
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