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Josep Anton Capdevila?*, Alvaro Pascual® y Antonio Sitges-Serrac

aServicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital Universitari de la Vall d’Hebron. Barcelona. PDepartamento de Microbiologia.
Facultad de Medicina. Sevilla. cDepartamento de Cirugia. Hospital del Mar. Barcelona.

RESUMEN

FOREIGN BODY INFECTION MODEL

El conocimiento de la fisiopatologia, prevencion
y tratamiento de las infecciones protésicas nece-
sita del concurso de modelos animales de infec-
cion en los que se puedan controlar las diversas
variables que influyen en la interaccion multiple
entre el material extrafio, el organismo infectante,
el antimicrobiano y el ser humano. Estos modelos
deben completarse con estudios ex vivo que ana-
licen el comportamiento del agente infectante en
presencia del cuerpo extrafio, puesto que las ha-
bituales correlaciones entre los parametros far-
macocinéticos y la eficacia de los antibiéticos in
vivo no se mantienen cuando existe un cuerpo ex-
trafio. De todos los modelos, por su simpleza, bajo
coste econdmico y reproducibilidad, el de la cap-
sula subcuténea ha sido el mas utilizado. No obs-
tante, la aplicabilidad de sus resultados a la clini-
ca solo es factible si se emplean animales con
mecanismos inmunolégicos y de cicatrizacion se-
mejantes a los humanos, si se tienen en cuenta
las diferencias farmacocinéticas entre especies y
si la propension a la infeccion es similar.
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Animal models of foreign body infection are ne-
cessary to study the in vivo interactions between
prosthetic materials, microorganisms and anti-
biotics.

The usual correlations between pharmacoki-
netic parameters and the effect of antibiotics in
vivo seem not to hold when a foreign body is pre-
sent. Since, the animal experimentation should
be completed with in vitro studies taking account
of the interactions between microorganisms and
biomaterials.

Af all models decribed, the tissue cage model
is the most useful for its reproducibility and low
economic cost. However, to apply its results in
human pathology needs that the immunologic
mechanisms, healing characteristics and phar-
macokinetics parameters of animals employed
were similar to humans.
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Introduccion

En las Ultimas décadas, el avance de la medi-
cina ha comportado un uso cada vez mas fre-
cuente de materiales ajenos al organismo para la
colocacion de todo tipo de prétesis mecéanicas,
plastias reconstructivas, catéteres y sondas, en-
tre otros dispositivos no bioldgicos!. Esto ha sig-
nificado recuperar la funcionalidad de diferentes
sistemas y érganos lesionados, pero ha generado

*Correo electrénico: janton@hg.vhebron.es.

una no despreciable morbimortalidad asociada,
debido principalmente a la aparicion de compli-
caciones infecciosas?3.

Se calcula que entre un Oy un 7 % de las pro-
tesis cardiacas, entre un 0,2 y un 0,4 % de las
protesis totales de cadera, entre un 2y un 24 %
de los shunts derivativos de liquido cefalorraqui-
deo, entre un 4y un 8 % de los catéteres intra-
peritoneales y entre un 0,2 y un 10 % de los ca-
téteres intravasculares se infectan. La infeccion
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de la proétesis suele comportar la pérdida de su
funcién mecéanica y en ocasiones pone en peligro
la integridad anatémica y la vida del paciente*>.

Las infecciones debidas a contaminacion del
material protésico tienen algunas caracteristicas
comunes: a) un bajo inéculo inicial de microor-
ganismos®; b) una evolucion clinica solapada’;
¢) la localizacién de la infeccion exclusivamente
en la zona afectada®, y d) la persistencia de la in-
feccion hasta la retirada del cuerpo extrafio a pe-
sar de un tratamiento antibiético adecuado.

Estas caracteristicas diferenciales y la necesi-
dad de conocer la fisiopatologia de las infeccio-
nes de cuerpo extrafio han motivado el desarro-
llo de diversas lineas de investigacion sobre
diferentes modelos experimentales de infeccion®.

Dado que no todas las protesis, nitodos los di-
ferentes materiales empleados en su construc-
cion, presentan la misma propension a infectar-
se, y teniendo en cuenta las peculiaridades
propias de cada paciente con diferentes enfer-
medades de basel®1!, y las diversas localizacio-
nes anatémicas de las protésis, es comprensible
que se hayan desarrollado multiples modelos de
infeccion en el animal de experimentacion®.

Como caracteristica comun y diferencial de los
modelos de infeccién por cuerpo extrafio, se en-
cuentra el hecho de que en los mismos existe
una nueva variable a estudio, como es la inter-
accioén mecanica y bioldgica que se produce en-
tre el material protésico y el ser vivo. En otros
modelos de infeccién se estudia la relacion en-
tre el microorganismo infectante y el animal. Sin
embargo, cuando existe un cuerpo extrafio in-
fectado, hay que tener en cuenta cémo modifica
la presencia de este material ajeno, tanto el com-
portamiento defensivo del hospedador como la
virulencia del agente infectante!213. Los mode-
los animales de infeccion por cuerpo extrafio
permiten analizar los cambios fisiopatolégicos
producidos como consecuencia de la presencia
del material ajeno al organismo y efectuar estu-
dios de profilaxis y tratamiento de infecciones en
presencia de este material. Ademas, los estudios
in vitro de sensibilidad antibidtica, farmacociné-
tica y farmacodinamia que apoyan el modelo ex-
perimental deben realizarse teniendo en cuenta
las modificaciones de las condiciones biologicas
habituales debidas a la presencia del material
extrafo.

En esta revision se expondran los modelos de
infeccion por cuerpo extrafio que histéricamente
han sido mas relevantes, nos centraremos en las
aportaciones del modelo de la “cépsula subcuta-
nea” (tissue cage)y, finalmente, se expondra un
modelo de infeccion de catéter intravascular.
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Modelos histéricos de infeccién por cuerpo
extraio

La historia de esta linea de investigacion va pa-
ralela a la introduccion del material plastico en
medicinal4, desde su uso inicial como sutura en
cirugia general, a la progresiva utilizacion mas es-
pecializada en cirugia vascular, cardiaca, ortopé-
dica y neurocirugia.

Modelo de sutura

Este es un modelo sencillo que simula la infec-
cién de herida quirtrgica. Se ha aplicado con di-
ferentes materiales de sutura, tanto en el ratén,
como en el perro y el cobaya. Se basa en el con-
cepto general de que el aumento de la propensién
a la infeccion a causa de la presencia de un ma-
terial extrafio se debe a la reaccion inflamatoria
previa que causa este material’>16. Existen dife-
rencias entre los diversos experimentos en cuanto
al inéculo y el momento de producir la infeccion.

Este modelo ha contribuido a conocer mejor
los factores de riesgo y la prevencion de la infec-
cion de herida quirdrgica: las suturas monofila-
mento se infectan menos que las trenzadas, las
suturas sintéticas no absorbibles (nailon o poli-
propileno) favorecen menos la infeccion que los
materiales naturales no absorbibles (seda o algo-
don) y las suturas sintéticas absorbibles (4cido
poliglicélico) potencian menos la infeccion que
los materiales naturales absorbibles como el cat-
gut. Los modelos de infeccién de herida quirlrgi-
ca han sido, asi mismo, muy Utiles para el estu-
dio de las mallas protésicas muy utilizadas en
cirugia general.

Modelo de injerto vascular

Es un modelo que requiere de una compleji-
dad quirtirgica no despreciable. El perro es el ani-
mal utilizado habitualmente en estos experimen-
tos!’, tanto por consideraciones anatémicas
COmo por su semejanza con los humanos en
cuanto a las caracteristicas de cicatrizacion de los
injertos vasculares!8. Otros animales propuestos,
como el cerdo, el ternero y el mandril, presentan
la caracteristica diferencial con los humanos de
que endotelizan la protesis rapidamente. Por el
contrario, el perro tiene el inconveniente de pre-
sentar frecuentemente bacteriemias que su sis-
tema reticuloendotelial no aclara'y, por tanto, una
mayor facilidad para la infeccion espontanea de
los implantes vasculares?®.

Este modelo ha permitido analizar aspectos
como las caracteristicas de la cicatrizacion?s, la
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influencia de la integridad de la falsa intima en la
predisposicion a la infeccion?, la influencia del
tipo de material, del indculo y del intervalo post-
operatorio en el desarrollo de la infeccion?, el pa-
pel de la colonizacion por via hematdgenal®?!, di-
versas complicaciones clinicas y problemas
diagnosticos?223 y el papel de la profilaxis y de di-
ferentes pautas antibicticas terapéuticas®?.

Modelo de endocarditis protésica

LLos modelos de endocarditis producidos a par-
tir de la lesion valvular causada por un catéter se-
ran objeto de otro articulo de esta monografia. La
sustitucion valvular cardiaca por proétesis meca-
nicas o biolégicas susceptibles de infectarse pre-
cisa de modelos experimentales complejos.

Grogan et al?* desarrollaron en 1980 un mo-
delo de endocarditis protésica trictspide utili-
zando el ternero como animal de experimenta-
cion. En el modelo de endocarditis precoz, la
infeccion se produce en el mismo acto opera-
torio, inyectando entre 102y 103 unidades for-
madoras de colonias (UFC)/ml de Staphyloccus
aureus en el anillo de anclaje de la proétesis. En
el modelo tardio, se administra un inéculo su-
perior a 107 UFC/ml por via hematogena, lo-
grandose un 100 % de infecciones. Este es un
modelo caro y dificil de realizar, pero permite
estudiar la fisiopatologia de la endocarditis pro-
tésica, comparar la calidad de diferentes mate-
riales, valorar pautas de tratamiento y profila-
Xis, a la vez que observar la interaccion entre la
sangre y la superficie protésica.

Modelo de rodilla protésica

Existen diferentes modelos dificiles de extra-
polar en humanos, pero que en conjunto aportan
datos sobre la conveniencia de ciertos materia-
les, cementos antibiéticos y otros tipos de profi-
laxis?>26,

Modelo de infeccion de cuerpo extrafio
intraperitoneal

Este modelo consiste en insertar, dentro de la
cavidad peritoneal de la rata, uno o varios frag-
mentos de plastico, habitualmente catéteres de
silicona de un diametro de 0,9 cmy una longitud
de 1,5 cm?. La infeccidn se provoca instilando
dentro de la cavidad peritoneal 1 ml de una sus-
pension salina que contiene Staphylococcus
aureus, a los 10-15 min de la intervencion. Se-
guidamente, a varios intervalos de tiempo, los
animales son sometidos a repetidos lavados pe-

ritoneales bajo anestesia. El liquido aspirado es
cultivado cuantitativamente. Finalmente, el ani-
mal es sacrificado y se realizan hemocultivos,
cultivo del absceso peritoneal pericatéter y culti-
vo cuantitativo del lavado del catéter tras su sus-
pension en 1 ml de suero salino y posterior agita-
cién en vortex durante 10 s.

La infectividad depende del indculo. Con in6-
culos bajos, la rata es capaz de eliminar la bacte-
ria de la cavidad peritoneal al cabo de 72 h. In6-
culos de 5 x 108 UFC/ml de S. aureus causan
una elevada mortalidad, por lo que el inéculo es-
tandar utilizado es de 5 x 106 UFC/m.

Este modelo permite realizar experimentos de
profilaxis y tratamiento. En los estudios terapéu-
ticos se comprueba de nuevo la persistencia
de la infeccién en el cuerpo extrafio a pesar de
obtener una concentracién de antibiético en el
foco infeccioso superior en tres-cuatro veces la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del mi-
croorganismo. Se demuestra una vez mas que
no existe una correlacion directa entre los pa-
rametros farmacocinéticos y el efecto in vivo de
la meticilina y la gentamicina en las infeccio-
nes por cuerpo extrafio. La presencia del bio-
film puede proteger a la bacteria de la accién
los antibioticos?8.

Modelo de la capsula subcutanea

Es un modelo sencillo consistente en la im-
plantacion quirdrgica de un tubo de plastico en
el tejido subcutédneo del animal?®31. Se han utili-
zado cilindros de plexiglas (polimetilmetacrilato)
o de Teflon (tetrafluoroetileno) con un didmetro
externo entre 10y 12 mm, y una longitud aproxi-
mada de 30 mm. Estos cilindros deben estar per-
forados en toda su superficie por agujeros de
1 mm de diametro distribuidos de forma regular.
La técnica quirdrgica es muy simple. Consiste en
implantar en el flanco del animal de experimen-
tacion (conejos, perros o ratas) el cilindro de plas-
tico. Tras anestesiar al animal y rasurar la zona a
utilizar, se realiza una incisiéon con técnica esté-
ril. Se diseca la grasa subcutanea creando una
cavidad para alojar la capsula. Una vez colocado
el cilindro, se sutura la piel. Se pueden implantar
uno o varios cilindros por animal.

Como reaccioén inflamatoria a cuerpo extrafio,
el organismo secreta liquido intersticial que se
acumula en el interior del cilindro®. La presen-
cia de los agujeros permite realizar aspiraciones
perioddicas de este liquido, analizar su compo-
sicién bioguimica y celular a lo largo del tiempo,
producir infecciones instilando inéculos en su
interior y estudiar la farmacocinética tisular de
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los antibidticos administrados por via sistémica.
Hay que tener la precaucion de rasurar y esteri-
lizar la piel que se va a puncionar para evitar
contaminaciones indeseadas del contenido de
la capsula.

Los experimentos deben iniciarse al cabo de
2 semanas de la intervencion para permitir la for-
macion de un tejido de granulacion estéril y la
acumulacion de exudado inflamatorio en el inte-
rior de la capsula.

Zimmerli et al®2° han descrito la composicion
del liguido acumulado en el interior de la capsu-
la a lo largo del tiempo (desde 15 a 86 dias). Para
completar los estudios farmacocinéticos o para
disponer de una referencia plasmatica se realizan
punciones cardiacas.

Aportaciones del modelo de la capsula
subcutanea

Estudios de la fisiopatologia de la reaccion infla-
matoria frente a un cuerpo extrafio. Ya han sido
comentados.

Estudios de farmacocinética y distribucion tisular
de antibidticos aplicables para ensayos de profi-
laxis y terapéutica®-38. Se ha estudiado el papel
de la rifampicina, vancomicina, penicilinas isoxa-
zblicas, cefalosporinas y otros antibiéticos, como
profilaxis y tratamiento de la infeccién protésica
por S. aureusy S. epidermidis. La evaluacion de
los resultados se realiza mediante cultivo cuanti-
tativo del exudado aspirado del interior de la cap-
sulay la valoracion de la infeccion “adherida” al
plastico, mediante cultivo del material extrafio
tras su exéresis. El procesamiento de la capsula
incluye su sonicado tras lavado y aspiracion del
contenido, siendo opcional un tratamiento adi-
cional con tripsina con la finalidad de obtener el
mayor nimero posible de bacterias adheridas y/o
incluidas en el tejido de granulaciéon®®. El anélisis
periédico del liquido del interior de la capsula
permite monitorizar la infeccién y las concentra-
ciones antibioticas en el foco infeccioso. Estos ex-
perimentos han permitido comprobar cémo la in-
feccion de la capsula persiste a pesar de la
esterilizacion de su contenido. Ademas, las bac-
terias recuperadas tras el cultivo de la capsula tu-
vieron un aumento considerable de su concen-
tracion minima bactericida (CMB).

Estudios del riesgo de colonizacion por via hema-
togena de las protesis extravasculares®. Estos ex-
perimentos consisten en provocar una bacteriemia
al animal portador de una céapsula subcutaneay
analizar la posterior infeccion de la misma. Estos
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estudios sugieren la utilidad de la profilaxis anti-
bidtica en pacientes con material protésico extra-
vascular que van a ser sometidos a procedimien-
tos invasivos con riesgo de bacteriemia.

Estudios de la biocompatibilidad y facilidad a la
infeccion de diferentes materiales*. Consiste en
comparar el grado de inflamacién y la propensién
a la infeccion entre varias capsulas fabricadas
con materiales diferentes. Las capsulas de cera-
mica producen una mayor inflamacién que las
de Teflon, y son 10 veces mas susceptibles a la
infeccion.

El modelo de infeccion de la capsula subcuta-
nea es muy sencillo, econémico y de facil aplica-
bilidad. No obstante, presenta varios inconve-
nientes a la hora de extrapolar los resultados
obtenidos a los humanos. En primer lugar, los
mecanismos inflamatorios defensivos no son
completamente iguales entre especies!®. En este
sentido, para experimentos que valoran la pre-
disposicion a la infeccion debido a la presencia
de un cuerpo extrafio, se prefiere utilizar el coba-
yal21325 Para experimentos de farmacocinética
antibidtica este animal no es apropiado.

Ademés, este modelo no tiene en cuenta las
posibles interacciones mecanicas y biologicas
que se producen cuando la proétesis esta coloca-
da en el interior del torrente sanguineo o realiza
una funciéon dinamica.

Modelo de infeccion de catéter intravascular

La infeccion por catéter intravascular es una
de las principales causas de infecciéon nosoco-
mial que va en aumento debido al mayor uso que
se hace a diario de los catéteres tanto para fines
diagnosticos como terapéuticos*t42. La infeccion
por catéter comporta un considerable morbimor-
talidad y un incremento del gasto sanitario no
despreciable. En Espafia se calcula que una bac-
teriemia por catéter representa un coste adicio-
nal de medio millén de pesetas*3.

La prevencion de esta infeccion es el objetivo a
alcanzar. En este sentido, existen una serie de nor-
mas bien establecidas para el manejo de los caté-
teres con la finalidad de minimizar el riesgo de in-
feccion?. Paralelamente, se han disefiado diversas
estrategias en cuanto a la manufactura, disefio y
composicion de los catéteres que tratan de dificul-
tar la colonizacién y posterior desarrollo de la in-
feccion®48,

Los microorganismos anidan en la vaina de fi-
brina que se forma en el extremo distal del caté-
ter. Las bacterias alcanzan esta situacion mayori-
tariamente por progresion endoluminal a partir de
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contaminaciones iniciales de la conexién, o por
migracion exoluminal pericatéter a partir de la
piel*®-51, El conocimiento de esta fisiopatologia es
esencial a la hora de disefiar estrategias de diag-
noéstico y prevencion de la infeccion de catéter.

Eltratamiento de la bacteriemia por catéter im-
plicaba la retirada sistematica del cuerpo extrafio
infectado para curar la infeccién. No obstante, en
los Ultimos afios se ha comprobado que no siem-
pre es imprescindible retirar el catéter para curar
la infeccidén252, Este planteamiento conservador
es de gran interés en los pacientes que precisan
mantener la via, como son los pacientes con nu-
tricion parenteral domiciliaria, los sometidos a he-
modidlisis periddica o los pacientes oncohemato-
l6gicos.

El tratamiento de la sepsis por catéter mante-
niendo el catéter tiene por objetivos tratar la bac-
teriemia y esterilizar el catéter®253, Basandose en
los conocimientos adquiridos sobre la dificultad
de erradicar los microorganismos adheridos a las
superficies de plastico?, el éxito en la esteriliza-
cion del catéter dependera de que seamos capa-
ces de exponer el microorganismo causal a con-
centraciones elevadas de antibiético durante un
periodo prolongado de tiempo. Estos dos obijeti-
vos pueden conseguirse con el antibiotic-lock®3.
Esta forma de administrar el antibiético consiste
en llenar y cerrar el catéter con el farmaco de-
seado por el periodo de tiempo en que el catéter
no va a ser utilizado. Con esta estrategia se con-
sigue una elevada eficacia local sin toxicidades
sistémicas. No obstante, quedan varios puntos
por aclarar, como: ;qué papel tiene la heparina
como farmaco adyuvante en la erradicacion de la
infeccion?, ;cuél es el mejor antibidtico a utilizar?,
;cual debe ser la duracion del antibiotic-lock?,
;pueden tratarse de esta manera todos los mi-
croorganismos?, ;es independiente la eficacia te-
rapéutica de la composicion quimica del catéter?,
entre otros.

Estos y otros interrogantes han motivado el de-
sarrollo de un modelo experimental que sirva de
banco de pruebas. En este sentido existen mo-
delos ex vivo® que permiten analizar algunos
componentes de la infeccion de catéter, pero que
no tienen en cuenta los mecanismos defensivos
del huésped ni el efecto del flujo vascular sobre
la patogenia de esta infeccion.

Descripcion de un modelo animal de infeccion
de catéter

En la bibliografia existen escasos trabajos en
los que se haya utilizado un modelo animal de
sepsis por catéter. Ademas, los animales utiliza-

dos son de diferentes especies, los catéteres di-
fieren en cuanto a su composicion y los microor-
ganismos utilizados son distintos®4-%6.

Sitges-Serra et al disefiaron un modelo de sep-
sis por catéter en el conejo®%, En este modelo
la infeccion se establece a partir de producir una
contaminacion del interior de la conexion.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un
modelo similar de sepsis por catéter en el que
la infeccion se consigue mediante el relleno del
catéter con un caldo de cultivo que contiene el
inoculo bacteriano (mecanismo fisiopatologico
endoluminal). El modelo consiste en colocar
mediante diseccion anatémica, un catéter de
silastic en la vena yugular externa del conejo,
cuyo extremo distal se aloja en la vena cava in-
ferior.

1. Estandarizacion del modelo

Se utilizan conejos machos blancos Nueva Ze-
landa con un peso aproximado entre 2y 2,1 kg,
a los que se coloca un catéter venoso central de
silicona (Vygon® 1,2 mm interio/2,00 mm exte-
rior) por via yugular.

a) Insercion del catéter

La técnica consiste en disecar la vena yugular
derecha tras anestesia general (inyeccion i.m. de
5 mg/kg de ketamina 'y 1 mg/kg de xilacina). Por
una pequefia incision en la zona lateral del cue-
llo se pone a plano la vena yugular comin y se
aisla de la circulacion venosa mediante ligadura
proximal (seda 000). A través de una pequefia in-
cision se coloca el catéter, avanzando en direc-
cion distal 8 cm hasta alojarse en la vena cava
inferior. El catéter se fija a la vena yugular. Poste-
riormente el catéter se tuneliza a través del tejido
subcutaneo del animal, exteriorizandolo en la re-
gion dorsal. De este modo se consigue una me-
jor fijacion del catéter, lo que dificulta el acceso
del animal al mismo. Durante todo el proceso de
insercion del catéter, éste estd cebado con suero
fisioldgico para evitar aspiraciones gaseosas y la
formacion de trombos. La técnica de insercion
del catéter se efectuara en un quiréfano de ciru-
gia experimental con la maxima asepsia, tenien-
do especial cuidado en la esterilidad del catéter y
en la desinfeccion de la piel en el punto de en-
trada del catéter.

b) Produccion de la sepsis por catéter

Inmediatamente tras la insercion el catéter se
procedera a su infeccion. La técnica consistira en
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cebar el catéter con 0,5 ml de caldo Mueller-Hin-
ton que contenga 108 UFC/ml de S. aureus. Esta
solucién se deja en contacto con el catéter du-
rante 18 h, momento en el que se retira, se com-
prueba la infeccion del catéter mediante la prac-
tica de hemocultivos cuantitativos®” (transcatéter
y periféricos), y se inician las pautas terapéuticas.

2. Evaluacion de los resultados

Para la evaluacion de los resultados en este
modelo de sepsis por catéter y poder efectuar
comparaciones entre el grupo control y los diver-
S0s grupos terapéuticos realizamos las siguientes
técnicas microbiolégicas:

a) Hemocultivos cuantitativos (técnica de
Shéttmueller) pretratamiento®’.

b) Hemocultivos cuantitativos (técnica de
Shéttmueller) presacrificio.

¢) Cultivo de la superficie exoluminal del caté-
ter (2 cm distales) sobre una placa de agar (téc-
nica de Maki®8). Se considera un resultado posi-
tivo si el recuento de UFC es superior a 14.

d) Cultivo de la superficie endoluminal del ca-
téter mediante cultivo cuantitativo del lavado del
interior del catéter con 2 ml de caldo de Mue-
ller-Hinton (técnica de Lifiares modificada®0).

e) Cultivo cuantitativo global del catéter tras
sonicado del mismo en un bafio con caldo de
Mueller-Hinton a 50 Hz durante 10 min (técnica
de Sheretz modificada®®).

Los resultados de las técnicas cuantitativas se
expresan como el logaritmo decimal del nimero
de UFC/ml. En la tabla | se exponen los resulta-
dos obtenidos a las 18 y a las 48 h de la infec-
cion. El modelo a las 18 h presenta una menor
mortalidad y, como el nivel de infeccion alcanza-
do es similar al obtenido a las 48 h, hemos deci-

dido utilizar este modelo de infeccion a las 18 h
para nuestros estudios terapéuticos.

Este modelo de infeccion de catéter por S. au-
reus ha permitido estudiar hasta la fecha alguno
de estos puntos: el papel de la heparina y su
interaccion in vivo con los antibidticos en el tra-
tamiento local del catéter infectado®, valorar la
eficacia de diversas pautas terapéuticas admi-
nistradas localmente mediante la técnica del an-
tibiotic-lock y evaluar la aparicion de resistencias
cuando se administra rifampicina a dosis eleva-
das (3.000 pg/ml) durante diversos intervalos de
tiempo®!.

Ensayos in vitro predictores de la eficacia
antibidtica en las infecciones relacionadas
con cuerpo extrafo

La eleccion de un tratamiento antibiotico se
basa en su actividad in vitro (CMI) y en sus ca-
racteristicas farmacocinéticas. En el tratamiento
de una infeccion protésica estos condicionantes
no son suficientes, puesto que frecuentemente la
infeccion persiste a pesar de un tratamiento apro-
piado durante un tiempo prolongado. Por tanto,
es necesario realizar tests in vitro que predigan
mejor la evolucion del tratamiento antibiético, te-
niendo en cuenta lo que sucede habitualmente
en las infecciones de cuerpo extrafio. En esta si-
tuacion, las bacterias se hallan en una fase esta-
cionaria de crecimiento®, con lo que su sensibi-
lidad frente a los antibiéticos es menor, y ademas
estan adheridas al plastico, y englobadas en un
magma de fibrina y tejido de granulacion que di-
ficulta la actividad de los antibi6ticos®263. Los es-
tafilococos pueden secretar ademas una sustan-
cia mucoide, glicocalix o slime, que los envuelve
obstaculizando ain mas la accion de los antimi-
crobianos. La simple determinacién de la CMI no

TABLA |
RESULTADOS DE LA ESTANDARIZACION DE UN MODELO IN VIVO DE INFECCION
DE CATETER. INFECCION ENDOLUMINAL CON 0,7 ml DE UNA SUSPENSION
DE S. AUREUS A 108 UFC/ml

Tiempo? Muertos/total RodajeP HCC/HCP® Lavado? Sonicado®
18 0/10 10/10 10/10 41+1,2 45+1,1
48 2/10 8/8 8/8 40+15 41+13

UFC: unidades formadoras de colonias.
aTiempo en horas desde la infeccion al sacrificio.

bTécnica de Maki; nimero de positivos (> 100 UFC/ml)/nimero total.

°Numero de UFC/ml en el hemocultivo cuantitativo transcatéter (HCC) dividido por el nimero de UFC/ml
en el hemocultivo cuantitativo periférico (HCP) superior a cuatro veces.

dResultado expresado como media + desviacion estandar del logaritmo decimal del nimero total de UFC

recuperadas.
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predice la evolucion de la infecciéon de un cuer-
po extrafio, donde las bacterias estan en fase es-
tacionaria y adheridas.

En este sentido, es interesante la aportacion de
Ramirez de Arellano et al®* sobre la actividad de
los antimicrobianos sobre biocapas de bacterias
adheridas a catéteres de plastico. El método con-
siste, esencialmente, en la formacién de bioca-
pas de Staphyloccus epidermidis sobre catéteres
de polivinilo. Para ello se desarrollan las biocapas
en condiciones estaticas, incubando 50 seg-
mentos de catéter en tubos que contienen 50 ml
de caldo de Mueller-Hinton inoculado con S. epi-
dermidis (105 UFC/ml). Los segmentos de caté-
teres se incuban 6,24 y 48 h a 37 °C.

El niumero de bacterias adheridas durante
cada periodo de incubacion se determina lavan-
do tres veces un segmento de catéter con tam-
pon fosfato frio (phosphate buffer sodium [PBS])
y estéril (pH = 7,2-7,4). Posteriormente se depo-
sita cada segmento en un tubo que contiene 2 m
de PBS, se sonica durante 1 min en un bafio de
sonicacion a 45 kHz (Ultrasons, Selecta), y se
agita en vortex durante 15 s. A continuacién se
diluye el contenido del tubo y se siembran 10
en placa de agar de Mueller-Hinton para el re-
cuento tras la incubacion durante 24 h a 37 °C.

Simultdneamente, se determina la CMI de las
cepas por el método de microdilucion utilizando
dos tipos de inéculos: bacterias adheridas a seg-
mentos de cloruro de polivinilo (PVC) y bacterias
en suspension. En el primer caso, el indculo uti-
lizado fueron catéteres de polivinilo sobre los que
se habia formado una biocapa. Transcurrido el
periodo de adherencia se lavan los segmentos de
polivinilo dos veces en PBS frio y estéril, y se de-
positan en los pocillos de la placa de microdilu-
cion que previamente se han preparado con cal-
do de Mueller-Hinton suplementado con cationes
y diferentes diluciones de antimicrobianos. Para-
lelamente se determina la CMI de los antimicro-
bianos para las bacterias en suspension siguien-
do la normativa del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). En este
caso se utiliza un inéculo bacteriano similar al na-
mero de bacterias que se adhieren a los seg-
mentos de polivinilo. Se considera la CMI de la
biocapa bacteriana como la menor concentra-
cion de antimicrobiano que inhibe el crecimien-
to visible macroscépicamente en el pocillo. Para
determinar la CMB de la biocapa bacteriana, se
lavan dos veces con PBS los segmentos de caté-
ter de los pocillos en los que no habia crecimien-
to visible, se sonica y se agita en vortex cada uno
de los segmentos. Finalmente, se siembran 10
en placa de agar de Mueller-Hinton para su re-

cuento. La CMB se define como la menor con-
centracion de antimicrobiano capaz de acabar
con el 99,9 % del indculo inicial.

Con esta metddica, Ramirez de Arellano et al®
comprueban que las biocapas bacterianas sobre
polivinilo son mas resistentes a la actividad bac-
tericida de los antimicrobianos, y cémo soélo de-
terminadas asociaciones de antibidticos son ca-
paces de esterilizar la superficie del biomaterial.
La produccion de slime no es el tinico mecanis-
mo implicadof5. Con una metodologia similar
se ha observado que la CMI de determinados an-
timicrobianos (carbapenémicos) frente a bacilos
gramnegativos se incrementa extraordinariamen-
te en presencia de determinados plasticos (latex
siliconizado). Este fendmeno se debe a alteracio-
nes en las proteinas de la membrana externa
bacteriana (porinas) inducidas por alguno de los
componentes del biomaterial plastico aun por de-
terminar®®.
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DISCUSION

E.M. TARGARONA: Como cirujano interesado en la
infeccién quirdrgica, me gustaria introducir dos
precisiones desde el punto de vista de la prac-
tica clinica. Una se refiere a la clasificacion de
los modelos de infeccion por cuerpo extrafio;
habitualmente nosotros separamos claramente
las prétesis subcutaneas u 6seas, sea una pro-
tesis de rodilla, una placa, una malla para sus-
titucion de la pared abdominal, donde el pro-
blema es la contaminacion peroperatoria, de lo
que son los cuerpos extrafios intravasculares,
como puede ser un catéter, donde existe una fi-
siopatologia propia derivada de su manipula-
cion para la perfusion parenteral. La segunda
precision que me gustaria incluir hace referen-
cia al creciente interés en los Ultimos afios por
la utilizacion de mallas sintéticas con el fin de
paliar el problema de la infeccién quirdrgica.
Esto ha conllevado la realizacion de numerosos
estudios para valorar tanto la integracion tisular
de estos biomateriales como la prevencion de
infecciones, mediante la adicion de diferentes
soluciones, como por ejemplo de sales argénti-
cas, a la constitucion de la malla. Se trata de da-
tos con directa aplicacion clinica y que se ba-
san en modelos experimentales que han sido
de mucha utilidad y a su vez técnicamente muy
sencillos.

J.L. RopRIGUEZ TUDELA: ;CémoO Se consigue estan-
darizar el in6culo adherido al catéter vascular?

J.A. CAPDEVILA: Se incuban pedazos de catéter
con un caldo de cultivo y se dejan a diferentes
intervalos de 16, 24 0 48 h. Nosotros lo efec-
tuamos a las 24 h, posteriormente se lavan con
tampon fosfato y se sonica el catéter para obte-
ner el inéculo de bacterias adheridas a éste. El
dia del experimento disponemos de esta infor-
macion previa y sabemos el nimero de bacte-
rias que tendremos adheridas al catéter. Una
vez lavado el trozo de catéter obtenemos la CMI.

A. PascuAL: Me gustaria resaltar la importancia
que tienen aquf los estudios in vitro, particular-
mente si los comparamos con otros modelos
experimentales de infeccién. Si nos fijamos en
los estandares que tiene que cumplir cualquier
material que se va a utilizar en biomedicina, es
decir, la realizacion de estudios exhaustivos de
biocompatibilidad, de citotoxicidad, etc., es, sin
embargo, curiosa la inexistencia de pruebas de
adherencia bacteriana o de pruebas de inte-
raccion con los mecanismos de defensa, a pe-
sar de que la infeccion es la complicacion méas
frecuente y costosa del uso de estos materiales.
A menudo la importancia del material emplea-
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do se deja un poco en segundo plano, cuando
las diferencias entre un tipo de material y otro
son importantes. En el mundo de la ortopedia,
por ejemplo, las bacterias en general se adhie-
ren mucho mas al acero inoxidable que a cual-
quier otra aleacion de titanio u otro metal. En el
plastico, en general, los bacilos gramnegativos
se adhieren muchisimo més a un latex siliconi-
zado que a un poliuretano o PVC. Incluso algu-
nos materiales per se son toxicos para la fun-
cién del propio sistema inmune, como es el
caso del latex siliconizado o el acero inoxidable
que alteran la funcién bactericida de los poli-
morfonucleares. Y, finalmente, un aspecto no-
vedoso que nos hemos encontrado en parte por
casualidad, es la existencia de algunas bacte-
rias, concretamente Pseudomonas aeruginosa,
que al estar en contacto con sondas urinarias
de latex se hacen resistentes a determinados
antibioticos. No me refiero ya al aumento de
CMB, sino que la CMI, concretamente de car-
bapenémicos, aumenta 16 o 32 veces. Parece
ser que la bacteria adquiere resistencia por un
mecanismo intrinseco, concretamente median-
te la desaparicion de una proteina de mem-
brana externa o la aparicion de una nueva. Es
decir, que las bacterias, en contacto con un
plastico, se hacen resistentes a los antibiéticos
porgue ese plastico libera alguna sustancia, to-
davia por identificar, y sobre la que estamos tra-
bajando. Esto podria explicar parcialmente por
qué es tan dificil curar con antibidticos deter-
minadas infecciones asociadas a materiales o a
cuerpo extrafio.

J. ArizA: Creo que al discutir el tema de las bac-
terias adherentes y de la dificultad de curacion
de las infecciones por cuerpos extrafios, debe-
mos considerar un tridngulo de variables: a) ;de
qué cuerpo extrafio estamos hablando? No es
lo mismo curar una infeccion de protesis, una
infecciéon vascular o una infeccién de malla;
b) ;qué antibidtico utilizamos y como se com-
portan los diferentes antibiéticos ante estas si-
tuaciones?, y ¢) ;de qué microorganismos se
trata?, no tanto porque va a requerir un nuevo
antibidtico, sino porque el propio microorganis-
mo tampoco se comporta de la misma forma. A
partir de estos puntos cabria afiadir una serie
de cuestiones: al hablar de bacterias adheren-
tes, nos referimos exclusivamente a Staphylo-
coccus aureus, iexiste en la bibliografia in-
formacion respecto al comportamiento de
bacterias adherentes gramnegativas? He llega-
do a la conclusion de que ante S. aureus, la ri-
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fampicina seria el Unico antibiético a destacar,
puesto que esa adherencia no modifica de for-
ma importante su capacidad antibiética; este
criterio, ;se puede aplicar en bacilos gramne-
gativos y quinolonas? Me gustaria obtener una
respuesta a todas estas preguntas, puesto que
son las incégnitas que hay que resolver en la
préactica clinica del dia a dia. Para la resolucion
de las infecciones de cuerpos extrafios los mé-
dicos deberfamos tener criterios muy claros.
Por otro lado, y como ultima reflexion, parece
que existe cierta disociacion entre lo que se
publica respecto a la sensibilidad de los estafi-
lococos a la rifampicina y lo que ocurre en
nuestros hospitales. No sé si esto se debe a pro-
blemas en el laboratorio al estudiar el compor-
tamiento de la rifampicina in vitro, pero es un
punto que tampoco acabo de entender.

A. PascuAL: Me encantaria poder contestar a to-
das estas preguntas de Javier Ariza, pero por
desgracia nos movemos en un mundo extraor-
dinariamente complejo. Sobre el tema de los
bacilos gramnegativos, en estudios in vitro mu-
chos se comportan igual que los estafilococos,
formando biocapas que se hacen extraordina-
riamente resistentes. En Pseudomonas esta
muy bien establecido, se conoce y se sabe que
es muy dificil de erradicar s6lo con el uso de an-
timicrobianos. El problema esta en que, por
complicarlo alin mas, los biomateriales se com-
portan de manera muy distinta, incluso en tér-
minos de efectos de los antibiéticos; es decir, la
actividad de un antibiético en una biocapa bac-
teriana no va a ser igual en la superficie de PVC
que en una superficie de poliuretano; por lo
menos lo que nuestros estudios in vitro de-
muestran es que hay determinados plasticos en
que el antibiético actlia de manera més eficaz,
posiblemente por la propia constitucion de la
biocapa. Se trata, sin embargo, de estudios in
vitro, con todas las limitaciones que ello conlle-
va. Es un mundo muy complejo en el que inter-
vienen infinidad de factores que son complica-
dos de analizar de una forma independiente. Es
obvio que se requieren mas modelos experi-
mentales que nos permitan resolver tantas in-
cognitas. En cuanto a la rifampicina, y si te he
entendido correctamente, no tenemos ninglin
tipo de problema en determinar su sensibilidad
in vitro en nuestro laboratorio.

J.A. CapDEVILA: Nosotros, en cuanto a la rifampi-
cina, hemos hecho algunas biocapas. No tene-
mos toda la bateria hecha pero ya observamos
que aumenta la CMB pero no tanto como ocu-
rre en proporcién con la vancomicina, pero lo
que sucede es que con rifampicina partimos de

unos niveles de sensibilidad muy bajos y con-
Seguimos unas concentraciones muy altas en el
catéter y, probablemente, esto sea muy favora-
ble desde el punto de vista terapéutico, a pesar
de que pueda aumentar un poco la CMB por el
hecho de estar adheridas formando biocapas.
Y, ademas, si realizamos el experimento man-
teniendo 3 mg de rifampicina en el interior del
catéter durante 72 h, no aparece ninguna cepa
resistente como ocurria a las 24 h. Probable-
mente esto sea por la exposicion continuada al
antibidtico que acaba con la posible emergen-
cia de mutaciones.

J.M. GATELL: Alvaro Pascual, cuando hablabas de
cepas que se vuelven resistentes en contacto
con el material extrafio, ;te referias a un proble-
ma fisico de acceso del antibiético por el slime
o por el glicocalix, 0 a cambios intrinsecos en la
composicidn enzimatica de la cepa?

A. PascuaL: Clasicamente, todo lo que sabiamos
de la actividad de los antibiéticos en biocapas
era que el antibidtico no era activo porque no
llegaba, por la existencia de impermeabilidad
de la biocapa, porque las bacterias se hallaban
en estado latente y al no multiplicarse rapido al-
gunos antibidticos, como los betalactamicos,
por ejemplo, no podian actuar, etc. Pero ahora
podemos afiadir un nuevo concepto: la existen-
cia de algo que se libera del latex siliconizado,
que convierte la bacteria en resistente; es decir,
la CMI a carbapenémicos se incrementa. Esto
se observa tanto en presencia del biomaterial
como en presencia de un medio de cultivo que
ha contenido fragmentos de biomaterial duran-
te unas horas. Sabemos que es por expresion
de una nueva y eliminacion de una de las pori-
nas, proteina de membrana externa exacta-
mente, de Pseudomona aeruginosa.

J.M. MIr6: De las conclusiones obtenidas me-
diante vuestro modelo experimental, ;habéis
realizado algin tipo de aproximacion a la clini-
ca a la hora de intentar esterilizar los catéteres
de diélisis, o basandose, sobre todo, en utilizar
concentraciones de antibiéticos muy elevadas
por encima de las CMB de S. aureus?

J.A. CAPDEVILA: Somos un poco atipicos porque
hemos empezado por la clinica y hemos aca-
bado por el laboratorio. Ya hace tiempo que es-
terilizamos los catéteres por S. epidermidisy por
S. aureus. El problema de este Ultimo es méas
complejo por el hecho de la bacteriemia aso-
ciada, que muchas veces nos obliga a retirar el
catéter de entrada. Pero, sobre todo, por S. epi-
dermidis y por bacilos gramnegativos, los he-
mos esterilizado con dosis altas de ciprofloxaci-
no o amikacina, o bien con vancomicina frente
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a S. epidermidis. Estos resultados, ya publica-
dos, han sido positivos en mas del 90 % de los
casos estudiados. Ademas, contrastan con re-
sultados de series de pacientes que hemos re-
visado de la bibliografia que siendo tratados de
una forma conservadora con antibiéticos sisté-
micos y en algunos casos con perfusion conti-
nuada de antibiéticos obtuvieron un fracaso del
30 %, entendiendo como tal la retirada precoz
del catéter o bien que, una vez retirado, se
constatase su infeccion.

J.M. MIr¢: En la préactica clinica sincluis siempre
heparina?

J.A. CAPDEVILA: Si, porque no nos atrevemos a
quitarla, aunque segun la bibliografia no es ne-
cesario heparinizar un catéter que esta cerrado,
siempre y cuando tenga un calibre grande y
esté en un vaso central, situacion en la que el
riesgo de trombosis es muy reducido. Ademas,
es un problema de manejo, ya que es mas
complicado tener que preparar la mezcla de la
heparina con la vancomicina que utilizar el an-
tibiético directamente.

A. GimENEZ: Como responsable de estabulario,
querria formular una pregunta sobre los crite-
rios en la eleccion de vuestros modelos experi-
mentales y, concretamente, respecto al género
del animal de experimentacion. En un mismo
modelo he apreciado que un grupo de investi-
gadores emplea machos, mientras que otro uti-
liza hembras. Alguno de vosotros creo que ha
comentado, incluso, la posibilidad de variacio-
nes en los resultados con respecto al sexo.
;Qué criterio rige la eleccion del género en
vuestros modelos experimentales?

J. GavaLDA: No tengo conocimiento de que se ha-
yan demostrado diferencias con el empleo de
uno u otro género en un mismo modelo experi-
mental.

J. PACHON: En el modelo de neumonia C57 BL6
se utilizan ratones hembras porque el modelo
se estandariz6 en este género, pero desconoz-
co la existencia de diferencias con ratones ma-
chos. En cobayas el género es indistinto y en ra-
tas, aungque nosotros no tenemos experiencia,
tampoco he oido hablar de diferencias.

P.J. CArRDONA: En tuberculosis la eleccion del gé-
nero es muy importante porque utilizamos mo-
delos croénicos en los que los animales perma-
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necen infectados durante meses. En esta situa-
cion, se ha observado que los machos poseen
mayor agresividad, lo que desencadena una
mortalidad superior. Por este motivo, se utilizan
preferentemente hembras, a pesar de que los
cambios hormonales de este género podrian
ser un factor limitante considerable que puede
afectar a la propia infeccion.

M. CUENCA-ESTRELLA: En micologfa, donde no exis-
te practicamente ninglin modelo estandarizado,
se dispone de publicaciones en las que se han
usado ambos géneros sin que se observen di-
ferencias. Incluso se utiliza un modelo en rato-
nes lactantes donde se mezclan ambos sexos
en un mismo experimento.

C. CaBELLOS: En meningitis se utilizan animales
hembras siguiendo el modelo descrito inicial-
mente. La Unica explicacion al respecto es que
se trata de un modelo que necesita mucha
anestesia porque los animales tienen que estar
dormidos durante periodos muy largos de tiem-
po y parece ser que la cantidad de anestesia
que precisan las hembras es menor que la de
los machos.

J. CANTO: Desde mi punto de vista si realmente
no hay diferencias y por razones éticas, pues-
to que hasta el momento no podemos selec-
cionar el género de los animales, quizé seria
aconsejable utilizar ambos; si hubiera diferen-
cias, serfa también aconsejable utilizar los dos
géneros para poder constatar y estudiar estas
diferencias.

J. BARBERAN: Hemos utilizado ambos géneros
muchas veces por disponibilidad de uno u otro
en el estabulario. De todas formas, preferimos
el macho por dos motivos: porque a veces nos
hemos encontrado con algunas hembras pre-
fladas, y porque segln nuestra experiencia el
macho es mas décil de manejar a la hora de in-
yectar el antibiotico.

J.M. Mir¢: En el modelo de endocarditis no creo
que haya ninguna diferencia en utilizar machos
o0 hembras, ni en la farmacocinética ni en el de-
sarrollo de lo que es el modelo en si. De todas
maneras, la impresion es que cada uno de no-
sotros ha aprendido el modelo con uno u otro
género, y asi se ha ido perpetuando. Tal vez se-
ria interesante investigar esta posible influencia
de la anestesia en relacion con el género.



