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INTRODUCCTION



En las ultimas décadas, las mayores innovaciones
en el campo de la terapéutica se han centrado en el
desarrollo de elementos protésicos, terapia inmunosu-
presiva de enfermedades malignas y agentes antimicro-
bianos de amplio espectro para la terapia de las
enfermedades infecciosas. Sin embargo, como respuesta
negativa ante esta serie de avances terapéuticos, han
surgido un numero de patdgenos nosocomiales, considera-
dos previamente de escasa o nula virulencia en los

humanos.

A esta lista, que incluye entre otros Serratia

marcescens, Aspergillus fumigatus, Mycobacterium for-

tuitum..., tenemos que afiadir estafilococo coagulasa
negativo (ECN). Los tiempos en que el aislamiento de
ECN en cultivo de -exudados de heridas, sangre y
catéteres era considerado automdticamente como contami-
nacién, han teminado definitivamente y en la actualidad
se le reconoce como un importante agente etioldgico de
infecciones en pacientes con catéteres intravenosos
(1), bacteriemia en neutropénicos (2), endocarditis
sobre vdlvulas protésicas (3) e infecciones en shunts

de derivacidn en hidrocefalias (4,5), entre otras.

La taxonomia del género Staphylococcus ha sido

renovada continuamente en los dltimos afios. En su

inicio, el género Staphylococcus se dividié en funcidn

de la produccién de 1la enzima coagulasa desde el
momento en que se observd la relacidn entre la capaci-
dad de producir este enzima y su poder patdgeno en
humanos. De esta manera, se diferencid una especie

productora de coagulasa y por tanto patdgena en humanos



a la que se denomind S.aureus y el resto de especies
que no poseian la capacidad de producirla y por lo
tanto, sin aparente poder patdégeno, fueron agrupadas
como estafilococos coagulasa negativo, denominacidn que

ha continuado hasta nuestros dias.

A partir del reconocimiento general de su papel en
patologia humana, la taxonomia de ECN, ha sufrido
importantes modificaciones, de tal manera, que los
excelentes estudios de Baird-Parker (6), que solamente

reconocian dos especies, S.epidermidis y S.saprophyti-

cus, han quedado relegados en la actualidad. Posterior-
mente, Kloos y Schleifer (7,8), en funcidén de estudios
genéticos y Dbioquimicos, distinguen nueve especies
dif erenciadas. En la actualidad se admite la existencia
de hasta 15 especies de ECN, aunque continuamente se

proponen nuevas especies (9).

Cldsicamente, sdlo dos de ellas tenfan importancia

clinica: S.epidermidis y S.saprophyticus. El primero de

ellos se considera el agente causal del 75 % de las

infecciones atribuidas a ECN (10,11,12). S.saprophyti-

cus es productor de infecciones del tracto urinario,
predominentemente en mujeres jdévenes (13,14). Otras

especies incluye: S.auricularis, S.capitis, S.cohnii,

S.haemolyticus, S.hominis, S.lentus, S.sciuri, S.simu-

lans, S.warneri, S.xylosus, S.intermedius y S.hxicus,

que cada vezse van conociendo mejor.

En las ultimas décadas, ECN ha emergido como

patdégeno significativo, particularmente en pacientes



que portan material protésico y catéteres intravascula-
res (1,3,5). Ultimamente, las septicemias por ECN se
reconocen como una complicacidédn frecuente y problemdati-
ca en recién nacidos prematuros, en los que se utilizan
con frecuencia prdétesis intravasculares para monitori-

zacidén y nutricidn (15,16).

En adultos, las tromboflebitis y septicemias pro-
ducidas por ECN, son complicaciones bien conocidas del
uso de catéteres intravenosos, y aunque las consecuen-
cias suelen ser menos graves que en neonatos, a veces

también suponen una importante complicacidn (17).

Christensen y cols. encontraron a S.epidermidis

como agente causal de wuna epidemia de septicemia
nosocomial de 20 meses de duracidn, relacionada con el
uso de catéteres de nutricidn parenteral en Estados
Unidos (1).

Otras epidemias relacionadas al uso de catéteres
intravenosos han sido descritas en Estados Unidos (18),

Canadd (19) v paises europeos (20,21).

VECN y en particular S.epidermidis ha sido descrito

como el agente etioldgico mis importante de peritonitis
en pacientes que utilizan didlisis peritoneal crdnica
ambulatoria debido principalmente al uso de catéteres
pldsticos de didlisis, siendo el causante del 17 al 38
% de los episodios (22,23).

El incremento de las infecciones por ECN relacio-



nadas con el uso de catéteres pldsticos, viene determi-
nada por una serie de <circunstancias de las que

detallaremos las mis importantes.

En primer lugar, hay una tendencia, cada vez méds
acentuada, a utilizar nutricidn parenteral en pacientes
graves y por largos periodos de tiempo. Para este tipo
de alimentacidn, se utilizan vias pldsticas que a veces
se mantienen durante semanas. Paralelamente, cada vez
es mayor el numero de pacientes que se benefician de la
didlisis peritoneal crdénica ambulatoria y por periodos

de tiempo mds prolongados.

En segundo lugar, al ser ECN flora residente de la
piel y puesto que los catéteres se insertan a través de
ella, serdn los principales contaminantes involucrados
en estos procedimientos. Una vez introducido, se forma
alrededor del «catéter un manguito de fibrina que
favorece la emigracidén de las bacterias desde el

exterior al interior (24).

En tercer lugar, los sistemas de nutricidn paren-
teral se utilizan frecuentemente en pacientes graves
ingresados en zonas de fuerte presidn antibidtica, lo

que permite la colonizacidn por cepas multirresistentes
de ECN (25).

Finalmente, es importante resaltar la especial
afinidad de ECN por colonizar las superficies de

catéteres., Diversos autores, han observado "in vitro"

alteraciones erosivas en la superficie del catéter tras

la interaccién con ECN (26). Por otro lado, se ha



descrito en cepas de ECN la produccidén de un polisacd-
rido extracelular de naturaleza mucoide, al que se
atribuyen propiedades de adherencia y proteccidn frente
a la fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares
(27). Estos hallazgos, podrian explicar parcialmente,
la gran afinidad de ECN por el material protésico asi
como la gran dificultad para la erradicacién de las
infecciones producidas por estas bacterias, si no se

retira previamente el cuerpo extrafio.

Respuesta del huésped frente a estafilococo coagulasa

negativo.

Con respecto a la interaccidén entre estafilococo y
los factores de defensa del huésped, la piel y las
membranas mucosas juegan un importantisimo papel de
proteccidén. Sin embargo, incluso en individuos sanos,
estas barreras se rompen frecuentemente ofreciendo una
puerta de entrada para estafilococos y otros habitantes
de 1la piel que 1les permite alcanzar los tejidos

subyacentes.

En este momento, entra en funcionamiento la segun-
da linea de defensa, que estd representada por el
sistema de opsoninas y las células fagociticas (leuco-

citos polimorfonucleares y monocitos).

Una adecuada opsonizacidén es un requisito indis-
pensable para la ingestidn por las células fagociticas
de estafilococo (28), demostrado por el hecho de que

pacientes con defectos en el sistema de opsoninas



sufren infecciones estafilocdcicas recurrentes.

El sistema de opsoninas estd formado por unas
opsoninas termoestables representadas por la Inmunoglo-
bulina G (IgG) principalmente y unas opsoninas termold-
biles representadas por la fraccidén C3b del complemen-
to, que se unen a receptores especificos de la superfi-
cie bacteriana desencadenando el proceso de la fagoci-
tosis una vez que entran en contacto con las células

fagociticas.

En el suero de individuos sanos, existen anticuer-
pos tipo IgG con capacidad opsonizante dirigidas frente
a componentes de peptidoglicano y dcidos teicoicos de
estafilococo que se pueden detectar si se utiliza una
técnica suficientemente sensible (ELISA, Radioimunocand-
lisis) (29,30). En pacientes con infeccidn estafilocd-
cica severa, tal como endocarditis, se detectan fre-
cuentemente, niveles elevados de estos anticuerpos, que
pueden ayudar en el diagndstico de estas infecciones

cuando los cultivos permanecen negativos.

Dentro de éste sistema de opsoninas termoestables,
los anticuerpos tipo 1gG dirigidos frente al peptido-
glicano tienen mucha mayor capacidad opsonizante que
aquellos dirigidos frente a los dcidos teicoicos. Sin
embargo, actualmente existen evidencias de que el
sistema de opsoninas termoldbiles, representado por la
fraccién C3 del complemento, juega un papel de mucha
mayor relevancia que las inmunoglobulinas en la fagoci-

tosis de estafilococo (31.32).



En este sentido, el peptidoglicano de estafilococo
es capazde activar el complemento a través de la via
alternativa, activacidn por lo tanto no dependiente de
anticuerpos, que se traduce en la aposicién de molécu-
las de C3b opsénicamente activas en la envuelta celular
(33).

Una vez opsonizado, estafilococo es fdcilmente
reconocido e 1ingerido por las células fagociticas,

especialmente por los leucocitos polimorfonucleares.

En la muerte intracelular de estafilococo, actdan
los dos sistemas bactericidas de los leucocitos poli-
morfonucleares, un sistema independiente del oxigeno y
representado por el contenido 1isosomal (l1isozima,
proteinas catidnicas, lactoferrina...) y otro depen-
diente de oxigeno que se traduce en la produccidn de
radicales téxicos del mismo (radical superdxido (0—2),
hidréxilo (OH.) etc...).

La importancia de los radicales tdéxicos de oxigeno
en la muerte intracelular de estafilococo se pone de
manifiesto en los pacientes con Enfermedad Crédnica
Granulomatosa. Los granulocitos de estos pacientes son
incapaces de generar estos radicales y su capacidad
bactericida frente a estafilococo estd muy reducida.

Este fendmeno, demostrable fdcilmente "in vitro', queda

demostrado "in vivo" por el hecho de que estos pacien-
tes sufren frecuentemente infecciones estafilocdcicas
recurrentes, aunque la severidad y la tasa de recurren-

cia varia ampliamente entre los distintos pacientes.



(34).

Llegado a este punto, debemos enfatizar el hecho
de que para la mayoria de estos estudios sobre las
defensas del huesped frente a estafilococo, se han
utilizado cepas de S.aureus y sdélo ocasionalmente

algunas cepas de ECN.

Anteriormente mecionabamos cdémo numerosos investi-
gadores han demostrado la importancia de las opsoninas
para una adecuada fagocitosis de estafilococo (28). Sin
embargo, en sus trabajos empleaban normalmente, bacte-
rias suspendidas en un medio acuoso. Si tenemos en
cuenta la especial afinidad de ECN por adherirse a
material pldstico como el wutilizado en la fabricacidn
de catéteres, seria interesante preguntarnos cdémo ac-
tuarfian los mecanismos de defensa del huesped ante
estas bacterias adheridas a una superficie y qué papel

desarrollaria el sistema de las opsoninas.

El concepto de fagocitosis de '"superficie”, de

gran interés actual por los problemas mencionados
anteriormente, fue descrito e introducido en 1946 por
Wood y cols. (35). Estos autores afirmaban que la

fagocitosis de Streptococcus pneumoniae en los alveolos

pulmonares era posible en ausencia de opsoninas cuando
las bacterias estaban "atrapadas" en una superficie, lo
que facilitaba la ingestidn por parte de los macréfagos

alveolares en una zona pobre de opsoninas (36,37).
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En la década actual, resurge el interés por la
fagocitosis de superficie, pero se presta muy escasa
atencidén al problema en relacidn con estafilococo.
Solamente los estudios de Lee y cols. (38,39) vy
Vandenbroucke y cols. (40) han demostrado que la
fagocitosis de S.aureus adheridos a superficie pldstica
y de cristal, puede ocurrir en ausencia de opsoninas.
Sin embargo, no han sido realizados hasta la fecha
estudios similares utilizando cepas de ECN, que es el
agente etioldégico mids importante en infecciones asocia-

das a catéteres y material protésico.

Otro problema al que se ha prestado escasa aten-
cién ha sido a la adherencia ECN al material pldstico.
Diferentes autores se atienen exclusivamente a estudios
descriptivos utilizando microscopia electrdnica (41,-
42,43). Otra serie de autores han demostrado que la
adherencia a catéteres pldsticos estd asociada a la
produccidén de flebitis infecciosa en modelos experimen-
tales (44). Sin embargo, existe wescasa informacidn
sobre la verdadera naturaleza de la unidén de las
bacterias a las superficies pldsticas y los mecanismos
inespecificos que en ella actuan. Se postula la impor-
tancia de las fuerzas hidrofdbicas en la adherencia de
estafilococo a superficies altamente hidréfobas como
las utilizadas en la fabricacidn de biomateriales tales
como el tefldn... (45,45). Sin embargo, aunque la
hidrofobicidad puede promover la adherencia, son nece-
sarios un mayor numero de estudios para confirmar tal

aseveracidn.
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Valorando todos los problemas expuestos anterior-
mente y teniendo en cuenta la ausencia de estudios en
este campo en el que se hayan utilizado gran .nimero de
cepas aisladas de muestras clinicas, fue por lo que
decidimos 1la realizacidén de este trabajo, con la
intencidn de obtener una informacidn concreta sobre la
patogénesis de las infecciones producidas por ECN vy
especialmente aquellas relacionadas con el wuso de

catéteres pldsticos.

La hipdtesis de trabajo se basa en el estudio de

los siguientes puntos:

1. Identificacién en especies de 38 cepas de ECN
aisladas en procesos patoldgicos infecciosos en

los que tenian un papel etioldgico.

2. Estudio de las propiedades de superficie de
estas cepas que se relacionan directamente con
la colonizacidén de <catéteres: produccidén de
sustancia mucoide e hidrofobicidad de superfi-

cie.

3. Influencia de las propiedades de superficie de
ECN en el metabolismo del leucocito polimorfo-
nuclear durante la fagocitosis. Alteraciones
cuantitativas en la emisidén de quimioluminis-

cencia celular.
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Modulacidén de la hidrofobicidad bacteriana por
diferentes fuentes opsénicas y diversos trata-

mientos de las mismas.

Estudio de los requerimientos opsdénicos de ECN
suspendido en medio acuoso. Fagocitosis por
leucocitos polimorfonucleares humanos utilizan-
do bacterias marcadas por isdétopos radioacti-
vos. Papel de la hidrofobicidad y de la sustan-

cia mucoide.

Estudio de los requerimientos opsdénicos y fago-
citosis de ECN utilizando bacterias adheridas a
superficie pldstica. Comparacidén con cepas de
S.aureus. Papel de la hidrofobicidad y produc-

cidn de sustancia mucoide.

Estudio cuantitativo de la adherencia de ECN a
catéteres intravenosos de tefldn y poliuretano.
Papel que juegan las propiedades de superficie

bacterianas.

Modulacidén de la adherencia bacteriana a caté-
teres. Papel de diferentes componentes del

SUero.
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Cepas bacterianas

Estafilococos coagulasa negativo. Se utilizaron un

total de 38 cepas aisladas durante 1981 de hemocultivos
de recién nacidos con septicemia, ingresados en la
Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Pediatrico
Universitario Reina Guillermina de Utrecht. (Holanda)

(15).

S.aureus. Se utilizaron las siguientes cepas:
S.aureus Evers, Stephens, 502 A, Carr, Cowan I, ésta
dltima rica en proteina A y cuyas caracteristicas han
sido descritas con frecuencia previamente. También se

utilizaron dos cepas aisladas de muestras clinicas.

©

Leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN).

En la totalidad de los experimentos se utilizaron
leucocitos polimorfonucleares humanos aislados de do-

nantes adultos sanos.

Medios de cultivo.

Agar Sangre (Difco)

Agar ............... 25 gr
Proteasa peptona ... 5 gr

Triptona ........... 5 gr



mucoi
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Cloruro s8dico .vevveevennnn 5 gr
Extracto levadura .......... 2 gr
Extracto carne ............. 2 gr
Casaminodcidos ............. 1 gr
GlUucCoSa +tevneeevnennssnn ce.. 0.5 gr.
Agua destilada ............. 1000 c.c.

. Caldo tripticasa soja (Difco)

Digerido pancreatico de caseina........ 15 gr.
Digerido papainico de semilla de soja.. 5 gr.
Cloruro SOdicCO.eseveesesecsassanesnseass 5 gr.

Agua destilada ...eveseeneeseresssseess 1000 c.c.

Para el estudio de la produccidén de sustancia

de por estafilococo coagulasa negativo se suple-

menta con glucosa a una concentracidn final de 0,25 %
(47).

. Calde Mueller Hinton (Difco)

Infusidn de carne v..eeesveesesvecsesss 300 gr.

Hidrolizado dcido de caseina «oeeeseess 17,5 gr.
Almidén...'...O.'...l...."....l..'l... 1,5 gr.
Agua destilada ..viveertcenoscsncnnnans 1000 c.c.

Para el marcaje radicactivo de bacterias se suple-

menta con adenosina a una concentracidn final de 0.5 %

(47).
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. Medio RPMI 1640 (Gibco)

Medio utilizado para cultivo de linfocitos, com-
puesto por gran cantidad de aminodcidos, coenzimas,
vitaminas, sales y glucosa. Para su utilizacidén con
polimorfonucleares se suplementa con 2.2 gr/l de bicar-
bonato sddico, 1.19 gr/l de tampdn HEPES; 100 ui/l de
penicilina y 100 mcg/l de estreptomicina (48).

Soluciocnes tampén.

. Tampdén fosfato salino. (PBS) pH 7.2

Solucidén salina equilibrada de Hanks pH 7.2

PBS® HANK S®

CaCl,2G,0 132.5 mg 18.5 mg
KC1 200.0 mg 40.0 mg
KHZPO4 200.0 mg ' 60.0 mg
MgCL ,6H,0 100.0 ‘mg -

NaCl 8000.0 mg 8000.0 mg
Na ,HPO 1150.0 mg 47.5 mg
MgSO47H20 - 200.0 mg
NaHCO3 - 350.0 mg
Glucosa - 1000.0

Rojo Fenol - 17.0
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a.- Para detener la opsonizacién en la prueba de
fijacién de la fraccidn C3, se adiciona con EDTA
(Merck).

b.- Para su utilizacidn con polimorfonucleares y espe-
cificamente para evitar la agregacidn espontdnea y
adherencia a las paredes de los viales, se adiciona

con gelatina a concentracién final de 0.1 %.

. Tampén citrato salino 0.2M pH 3.0

C6H7O7Na.n....-oo.aooocotoooo-0042l8 gro
C].H ].N'.QC..C....Q'l'.b..‘.'!.‘..llsio ml.

Agua desmineralizada........¢....1000.0 ml.

Reactivos. Compuestos quimicos y bioldgicos

Material radioactivo y liquido de centelleo

. (3H)—timidina, de actividad especifica 5 Ci/mmol

{Radiochemical Center, Amersham;U.K.).

. Cumene (Aqua Luma Plus, Lumac/3M; Holland).
Liquido de centelleo especial para soluciones acuosas

que lleva incluido el solvente orgdnico.

Fuentes opsdénicas y componentes de plasma
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. Mezcla de sueros humanos. Obtenidos de 10
donantes sanos que fueron debidamente meclados y dis-
tribuidos en alicuotas de 1 ml y almacenados a -70¢C.
Para estudiar la opsonizacidn dependiente de la inmuno-
globulina G (opsoninas termoestables), se calienta el
contenido de un vial a 562C durante 30 minutos destru-
yendo el complemento y anulando de esta forma la via
opsénica dependiente del complemento (opsoninas termo-
ldbiles).

. Suero agammaglobulinémico. Para estudiar la
opsonizacién via complemento se utilizdé suero de un

paciente con agammaglobulenemia tipo Bruton (49).

. Suero deficiente en la fraccidn C3 del comple-
mento. Para estudiar la opsonizacidén via IgG, se
utilizd suero de un paciente con deplecidn completa e

(50).

inducida genéticamente de la fraccidn C

3

. Albimina humana (Behring A.G.; Germany).

. Fibronectina. Glicoproteina del plasma humano.

(Seromed, Biochrom K.G.; Germany).

. Inmunoglobulina G (IgG) humana purificada. (Mi-

les Laboratories Inc. USA.)

Enzimas proteoliticos




« Solucidén de pepsina. Se adiciona con pepsina
(Fluka A.G.; Switzerland) solucidén tampdén citrato sali-
no 0.2 M (pH 3.0) hasta alcanzar una concentracidn

final de 0.1 % (p/v)

. Solucidén de tripsina. 0.25 %. (Gibco Europe Ltd.
Paisley; Scotland).

Reactivos para aislamiento de leucocitos.

. Dextrano. Para la sedimentacidn de eritrocitos
se utiliza solucidn de Dextran (Pm 70.000; Pharmacia
Fine Chemicals AB, Uppsala; Sweden) al 6 % en suero

fisiolodgico.

. Ficoll-Isopaque. Se utiliza para la separacién
de la serie blanca por gradiente de densidad. (Ficoll--

Paque Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala; Sweden) .

. NHACI. Para la lisis de eritrocitos se utiliza

solucidén al 0.85 % de NH,C1 (Merck) en agua destilada.

Reactivos para el estudio de la fijacidn de C3.

. Antisuero marcado con isotiocianato de fluores-
ceina especifica para la fraccidn C3 del complemento
humano.

(Wellcome Research Laboratories. Beckenham; England).

20
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Reactivos para el estudio de gquimioluminiscencia.

. Luminol. 5-amino-2,3-dehidro-1,4-phthalazinedio-
na, (Sigma Chemicals Co, Ltd. St Louis, Mo; USA). Actua

como amplificador de la quimioluminiscencia celular.

Colorantes

. Solucidén de Azul Tripdn al 0.5 % (Flow Laborato-

ries, Ayrshire; Scotland).

. Solucidén de Tirk. (Merck, Darmstadt; Germany).

Cdnulas y catéteres.

Para los estudios de adherencia se utilizaron los

siguientes catéteres:

. Catéter de Tefldn. Catéter para exanguinotrans-
fusidén. Longitud: 40 cm, didmetro exterior 2.5 mm y
didmetro interior de 1.5 mm. (271.08, Vygon, Ecouen;

France).

. Catéter de Poliuretano. Catéter 1intravenoso
(Polycath 22-G X 1"). Longitud 10 mm, didmetro exte-
rior0.9 mmy didmetro interior 0.6 mm (Abbott Laborato-
ries, North Chicago, I1. USA).
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Identificacidén de las cepas

Para la identificacidén de las cepas, fueron utili-
zados métodos estandar (51). Las cepas se mantuvieron
liofilizadas hasta el momento de su utilizacidén. Poste-
riormente, fueron regeneradas en placas de agar sangre
e identificadas siguiendo el esquema de Kloos y Schlei-
fer (7).

Las cepas de estafilococo no productoras de coagu-~
lasa ni de termonucleasa se clasificaron en especies
utilizando el sistema APl Staph (APl System S.A.,
Montelieu-Vercieu; France) en funcidn de las siguientes

reacciones bioquimicas y enzimdticas:

- Fosfatasa alcalina.

- B-glucosidasa.

- B-glucuronidasa

~ B-~galactos.dasa.

~ Ureasa.

- Utilizacidén de arginina.
- Utilizacidén de manitol.
- utilizacidn de manosa.

- Utilizacidn de trealosa.

- Utilizacidn de salicina.

Adicionalmente, se estudié la sensibilidad o re-
sistencia a novobiocina utilizando un disco de 5 mcgr

(52).
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Determinacidén de la produccidn de sustancia mucoide.

Para la determinacidén de la produccidén de sustan-
cia mucoide por parte de las cepas de ECN, fue
utilizado el método descrito por Christensen y cols.

(53).

Se inoculan 2-3 colonias de la cepa a estudiar en
un tubo de vidrio con 10 ml. de caldo de tripticasa
soja suplementado con glucosa a una concentracidn final
de 0.25 %. Se incuba a 37¢C durante 18 horas en estufa.
Posteriormente se vacia el contenido de los tubos y se
rellenan los mismos con azul tripdn diluido al 1 %
(p/v) en agua destilada. Tras 1 minuto aproximadamente,

9 .
se vacian de nuevo.

Dintinguimos tres categorias diferentes: cepas
altas productoras de sustancias mucoides (++), cuando
las paredes del tubo se tifien intensamente de azul;
cepas escasas productoras (+) cuando las paredes del
tubo se tifien débilmente y por udltimo, cepas no

productoras, cuando las paredes del tubo no se tifien

(-).

Cada determinacidén se realizd por triplicado y en

dias diferentes.
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Determinacidén de la hidrofobicidad de superficie.

Para la determinacidén de la hidrofobicidad de
superficie utilizamos el método ideado por Rosenberg y
cols. (54) que consiste, a grandes rasgos, en cuanti-
ficar la afinidad de una suspensidn bacteriana en un

sistema bifdsico agua-xileno.

Se inoculan 2 6 3 colonias de la cepa a estudiar
en 10 ml. de caldo de tripticasa soja y se incuba a
37eC durante 20 horas. Las bacterias en fase exponen-
cial tardia se consiguen cultivando 2 ml. del cultivo
anterior en 100 ml. de caldo fresco e incubando 5 horas
a 372 en agitacidn. Se lavan las bacterias tres veces
en tampdén fosfato salino (pH 7.2) y se resuspenden en 3
ml. del mismo tampén a una absorbancia (A) de 1.0 en un
espectofotémetro Perkin-Elmer de doble haz (Perkin--
Elmer, Norwalk, Conn. USA) a una longitud de onda de
540 nm., correspondiente aproximadamente a 109 ufc/ml.

comprobado por recuento de colonias.

Se afiaden 0.25 ml. de p-xileno (Merck, Darmstadt;
RFA) a los tubos con las suspensiones bacterianas y se
agitan durante 60 sg. (Vortex Genie, Tolbert; Holland).
Tras permitir la separacidén de las fases, aproximada-
mente en 30 min., se mide la absorbancia de la fase
acuosa a 540 nm. Las suspensiones bacterianas iniciales
y previamente a la adicidn de xileno se utilizan para
medir la absorbancia inicial y se le da un valor del
100 %. Los resultados obtenidos tras la adicidén del
xileno se expresan como porcentajes de la fase acuosa

inicial y corresponden al valor de la hidrofobicidad.
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Efecto de enzimas proteoliticos en la hidrofobici-

dad bacteriana.

. Tratamiento con pepsina. Para estudiar la in-

fluencia de la pepsina en la hidrofobicidad de las
bacterias se suspenden las mismas en solucién tampdn
citrato 0.2 M (pH 3.0) conteniendo 0.65 % de ClNa
(Tampdén citrato salino) y adicionado con pepsina a una
concentracidén final de 0.1 % (p/v) (55). Se incuba a
372C durante 90 min. en rotacion y posteriormente se
enfria la suspensidn rdpidamente para detener la accidn
del enzima. Las bacterias se lavan dos veces con tampdn

fosfato salino frio.

Para descartar el posible efecto del pH en la
hidrofobicidad de superficie se wutilizan Dbacterias
suspendidas en tampdn citrato salino (pH 3.0) libre de

enzima como control.

. Tratamiento con tripsina. Para estudiar la in-

fluencia de la tripsina, se prepara una suspensidén de
bacterias en solucidén de tripsina al 0.25 % y se incuba
en rotacidén a 372 durante 60 min. (56). Posteriormente
se enfria la suspensidn rdpidamente y se lavan las

bacterias dos veces con tampdén fosfato salino.

Para estudiar la hidrofobicidad de superficie tras
el tratamiento enzimatico se actia de la forma expuesta

anteriormente.
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Efecto de la opsonizacidn en suero y de diferen-

tes componentes del mismo en la hidrofobicidad.

. Opsonizacidn de bacterias en diferentes sueros.

Se detallard en al capitulo de fagocitosis en suspen-

sién.

. Efecto de albimina humana, fibronectina e I1gG

purificada. Para estudiar el efecto de diferentes

componentes del suero se preparan soluciones de albimi-
na humana, fibronectina e IgG purificada en solucidn de
Hanks. Se utilizaron concentraciones equivalentes a las

existentes en una solucidén de suero humano al 5 %.

Las bacterias en diferentes experimentos fueron
incubadas en las distintas soluciones durante 5 min. a
37°C en bafio de agitacidn. Posteriormente se detiene la
reaccidn mediante la adicidn de tampén fosfato frio, se
lavan las bacterias dos veces y se resuspende en el
mismo tampén. Para estudiar la hidrofobicidad se proce-

de en la forma explicada anteriormente.

Cada una de las determinaciones fue realizada por

triplicado en dias diferentes.
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Fagocitosis en suspensidn de bacterias marcadas con

isdtopos radioactivos por leuocitos polimorfonucleares
humanos (PMN).

Marcaje de bacterias.

Para marcar las bacterias se inocula una colonia
en 5 ml. de caldo Mieller Hinton adicionado con
adenosina al 0.5 %, se le afiade 20 ul de (3H)—timidina
de actividad especifica 5 Ci/mmol (57) y se incuba en

bafio de agitacidén a 379 durante 18 horas.

Posteriormente, se centrifuga a 1600 g. durante 15
min., se descarta el sobrenadante y se procede a lavar
el sedimento de bacterias tres veces con tampdn fosfato
frio centrifugando a igual velocidad. Finalmente, se
resuspenden en solucidén Hanks con gelatina y se ajustan
espectofotométricamente (Klett-Summerson, Philadelphia,
USA) a una concentracidn de 2.5 x lO8 ufc/ml. confir-
mandose por recuento de colonias. Las suspensiones de
bactertias se mantienen a 42C hasta el momento de su

utilizacidn.

Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares

Se utiliza el método de Boyum modificado (58).
Para ello se mezclan 10 ml. de sangre fresca venosa
heparinizada de adulto sano con 3 ml. de solucidn de

dextrano al 6 % en suero fisioldgico. Se deja la mezcla
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durante 1 hora a temperatura ambiente para permitir la
sedimentacién de los eritrocitos. Posteriormente, el
plasma rico en leucocitos se centrifuga a 160 g.
durante 10 min. El sedimento de células se resuspende
finalmente en 6 ml. de Hanks. Esta suspensidn se
deposita suavemente en un tubo que contiene 3 ml. de
ficoll-lsopaque, evitando que se meclen ambas cepas. Se

centrifuga durante 35 min. a 160 g.

Obtendremos una capa en la interfase Hanks-Ficoll
formada por las celulas mononucleadas y un sedimento en
el fondo el tubo formado por las células polinucleadas
separadas por gradiente de densidad. Se descarta el
sobrenadante con pipeta Pasteur empezando por la capa

‘de Ficoll.

Para lisar los eritrocitos residuales, se lavan
las células 2 veces con NH4C1 al 0.85 % en agua
destilada fria, centrifugdndolas posteriormente durante
10 min. a 160 g. Finalmente se lavan dos veces mids y se

resuspenden en Hanks adicionado con gelatina.

Para el recuento, se meclan durante 1 min. 1
volumen de la suspensidén celular con 9 volimenes de
liquido de Tirk y posteriormente se realiza la lectura
por método hemocitométrico. Para ello, se utiliza una
cdmara de Birker-Tiirk (Schreck-Hofheim; West Germany) y

se ajusta la suspensidn final a 5.106 PMN/ml .

Después de cada aislamiento se comprueba la via-
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bilidad celular mediante tincidn <c¢con azul tripdn,

siendo ésta superior al 95 % en todos los casos.

Las células se mantienen a 4°2C hasta el momento de
su utilizacién. Durante todo el procesamiento de las
células es muy importante la utilizacidén de material

plédstico.

Los polimorfonucleares se aislan el mismo dia que
van a ser utilizados, pero, cuando es necesario, pueden
mantenerse hasta 24 horas, para lo cual, se centrifugan
durante 5 min. a 160 g., se resuspende el sedimento
celular en medio RPMI suplementado y se mantienen las
células en nevera a 42C hasta el dia siguiente. Para su
utilizacidén, se vuelven a centrifugar a igual velocidad
y se resuspenden en solucidén de Hanks adicionado con

gelatina.

Opsonizacidén de bacterias.

Para la opsonizacién se deposita en un vial de
polipropileno (Biovials Beckman, Chicago, I1. USA) 0.1

ml. de la suspensidédn bacteriana (2.5 X 108

ufc/ml) y
0.4 ml. de una solucidn al 5 % del suero correspondien-
te y se incuba en bafio de agitacién a 372 durante
tiempos determinados. Tras los mismos, se detiene el
proceso mediante la adicidén de 2 ml. de tampdén fosfato
a 4°C, se centrifuga a 1600 g. durante 15 min., se
descarta el sobrenadante y se resuspenden las bacterias

en 0.5 ml. de Hanks, obteniéndose una concentracidn
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final de 5 x 107 ufc/ml. opsonizadas. Se utiliza
siempre un control negativo sustituyendo el suero por

solucidén de Hanks como fuente opsdnica.

Técnica de fagocitosis en suspensidn.

Con esta técnica se estudia cuantitativamente la
ingestidn por leucocitos polimorfonucleares de bacte-
rias suspendidas en solucidn acuosa. Se utilizan bac-
terias marcadas por isdtopos radioactivos que permiten
expresar los valores de fagocitosis en funcidén de la

radioactividad retenida por los fagocitos.

Utilizamos una ligera modificacidén (59) de la
técnica descrita previamente por Verhoef y cols. (57).
A 3 viales de polipropileno se afltaden 0.1 ml. de la
® PMN/ml) y

0.1 ml de la suspensiédn bacteriana (5 x 107 ufe/ml.) a

suspensidén de polimorfonucleares ( 5 x 10

una razdn PMN/Bacteria de 1/10. Las mezclas se incuban

en bafio de agitacidén a 372C durante 12 min.

Para determinar la radioactividad asociada a los
leucocitos, o sea, la correspondiente a las bacterias
fagocitadas, en dos de los tres viales (T1 y T2. Fig.
1) se detiene la fagocitosis tras los 12 min. de
incubacién mediante adicidén de 2.5 ml. de tampdn
fosfato a 4°2C. Los viales se centrifugan a 160 g
durante 5 min. a 4°C y los sedimentos de células se

lavan 3 veces con 2.5 ml., de PBS a 4°C centrifugando a
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igual velocidad y desechando de esta manera las bacte-

rias no fagocitadas por gradiente de velocidad.

Al sedimento final, conteniendo las bacterias
fagocitadas por leucocitos se le afiaden 2.5 ml. de
liquido de centelleo , se agitan y se realiza la
lectura en un contador beta de liquido de centelleo
(Phillips PW 4700, Phillips; Holland).

Para determinar la radiocactividad total afiadida a
los wviales (RT, Fig. 1), al vial restante, tras la
adicidén de 2.5 ml. de tampdn fosfato frio, se centrifu-
ga a 1600 g. durante 15 min., se descarta el sobrena-

dante y se afiaden 2.5 ml. del liquido de centelleo.

Para determinar 1la eficacia del marcaje (EM), o
sea, el numero de bacterias correspondientes a una
desintegracidén por min. (dpm), a 100 pul. de la suspen-
sién inicial de bacterias sin opsonizar, se le afiade el
liquido de centelleo y se realiza el contaje. El ndmero
de dpm obtenido lo multiplicamos por 10 para obtener el
nuimero de dpm por ml. de suspensién bacteriana. Como
sabemos que hay 5 X 107 bacterias/ml, aplicaremos la

siquiente fdérmula:

5 x 10
10 x A

EM (n? bacterias/dpm) =
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Figura l.- Técnica de fagocitosis en suspensiodn.
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A = dpm correspondiente a 100 pul de la suspensidn

inicial de bacterias.

El porcentaje de fagocitosis es calculado con la

siguiente formula:

dpm asociadas a leucocitos x 100

% Fagocitosis = ,
dpm de radiocactividad total

dpm Tl + T2

2
= x 100

dpm RT
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Fagocitosis de bacterias adheridas a superficie pldsti-

ca.

Con ésta técnica se estudia la fagocitosis de
bacterias adheridas a una superficie pldstica de po-
liestireno. En el caso de ECN es de gran interés debido
a la capacidad de éstas bacterias de producir infeccio-
nes en pacientes con material protésico pldstico y el
gran desconocimiento en cuanto a la interaccidn poli-
morfonuclear-bacteria en estos casos. Igualmente se
pretende obtener informacidén de los requerimientos

opsdédnicos de ECN en comparacidén con cepas de S.aureus.

Para el aislamiento de polimorfonucleares, marcaje
y opsonizacidén de bacterias se wutilizan las mismas
técnicas detalladas en el capitulo de fagocitosis de

suspensidn.

Técnicas de fagocitosis en superficie.

Se utiliza la misma técnica aplicada en la fagoci-
tosis en suspensidén (57) modificada para medir la
fagocitosis de superficie (40). Como superficie pldsti-
ca fueron wutilizadas placas de cultivo celulares de
poliestireno de 48 pocillos de 11.3 mm. de didmetro

cada uno (Costar, Mass, USA).

Se deposita en cada pocillo 0.25 ml. de 1la
suspensidn bacteriana ( 5 X 107 ufc/ml) realizando cada

prueba por duplicado como en la técnica en suspensién.
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Posteriormente se centrifuga la placa a 1600 g. durante
10 min y se incuban a 37°%C durante 30 min. en estufa
para sedimentar las bacterias y favorecer la adheren-

cia.

Para cada uno de los tiempos de fagocitosis (15'y

40" segin las pruebas) se utiliza una placa diferente.

6

De la suspensidén de polimorfonucleares ( 5 x 10
PMN/ml) se afiaden 0.25 ml a cada pocillo muy suavemen-
te y resbalando por la pared para mantener intacta la
monocapa de bacterias. Las placas se incuban a 372 en
estufa, permitiendo a los polimorfonucleares sedimentar
por efecto de la gravedad. A cada tiempo correspondien-
te se detiene la fagocitosis mediante la adicidén a cada
pocillo de 0.5 ml. de tampdén fosfato a 4°C. Tras
cuidadosa resuspensidn, cada mezcla es transferida a un
vial de polipropileno y cada pocillo es lavado 3 veces
con tampdén fosfato a 49C traspasando el tampén de
lavado al mismo vial (T1 y T2. Fig. 2). Con este
procedimiento traspasamos completamente el contenido de

cada pocillo.

De igual forma que en la fagocitosis en suspensidn
las bacterias no asociadas a los leucocitos son dese-
chadas por gradiente de velocidad mediante 3 lavados
con tampdén fosfato a 42C durante 5 min. Para determinar
la radiocactividad total correspondiente al numero total
de bacterias afiadidas a cada pocillo, el contenido de
uno de ellos es transferido a un vial de polipropileno

y centrifugado a 1600 g durante 15 min. Se descarta el
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Figura 2.- Técnica de fagocitosis de bacterias adheridas a pldstico.
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sobrenadante y se afiade el liquido de centelleo.

Al igual que en el técnica anterior, la radioacti-
vidad se mide en <contador beta de centelleo y la
fagocitosis expresada como porcentaje de la cantidad
total de radiocactividad afiadida mediante la aplicacidn

de las férmulas anteriormente sefialadas.
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Fijacidén de la fraccidén C3 del complemento a la super-

ficie bacteriana.

Para estudiar la fijacién de la fraccidén C3 del
complemento a la superficie bacteriana, se utiliza una
modificacidén (60) de un método de inmunofluorescencia

indirecta descrito previamente, (61).

De un cultivo de 18 horas se prepara una suspen-

8

sién bacteriana de 5 x 10 ufc/ml en solucidén de Hanks.
A un vial de polipropileno se afiade 0.2 ml. de la
suspensidén bacteriana y 0.8 ml. de mezcla de sueros
humanos al 5 % en solucidén de Hanks y se incuba a 372¢C

durante 5 min. en bafio de agitacidn.

En los tiempos indicados se detiene la fijacidn
mediante la adicidén de 2.5 ml de tampdn fosfato a 4°C
adicionado con EDTA 10 mM. Se lava el contenido de los
viales 3 veces con 2.5 ml de tampdn fosfato.frio para
descartar el resto de suero y se centrifuga después de
cada lavado a 1600 g. durante 10 min. Al sedimento
final de bacterias se le afiaden 400 ml de una dilucidn
1/50 en tampén fosfato de antisuero marcado con isotio-
cianato de fluoresceina especifico para la fraccidén C3
del complemento humano y se deja reaccionar a tempera-
tura ambiente y evitando el contacto con la luz durante
15 min. Se vuelve a lavar el contenido de los viales 3
veces con tampdn fosfato protegiendolos en todo momento

de la luz.

Al sedimento bacteriano final se le afiade 2.5 ml
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de NaOH 0.1 N y se deja a temperatura ambiente durante
10 min. Por la accidén del NaOH se liberan las fraccio-
nes C3 ya marcadas, que estaban unidas a la superficie
bacteriana. Para sedimentar las bacterias, se centrifu-
gan los viales a 1600 g y se transfieren los sobrena-
dantes a nuevos viales de polipropileno manteniendolos
en oscuridad hasta el momento de la lectura para evitar

pérdida de fluorescencia,

La lectura se realiza en un espectofotdmetro de
fluorescencia Perkin~-Elmer 204 (Perkin-Elmer, Norwalk,
Conn. USA) con longitudes de onda de excitacidén vy

andlisis de 485 y 525 nm respectivamente.

Los resultados se expresan en porcentajes que
varian desde 0 %, correspondiente al control negativo
en el que sustituimos la fuente opsénica, o sea, el
suero, por solucidén de Hanks, a 100 % correspondiente a
la mdxima intensidad de emisidn en las series de cada

dia.

En diversos experimentos, 1las bacterias fueron
tratadas previamente con pepsina utilizando el método
detallado en el capitulo de hidrofobicidad (55).

Cada uno de los experimentos se realizd por
duplicado en dias diferentes, expresdndose los resulta-

dos como la media aritmética de ambos.
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Quimioluminiscencia amplificada con luminol

Los mecanismos bactericidas de los leucocitos
polimorfonucleares siguen dos vias diferentes. La pri-
mera viene representada por una via dependiente del
oxigeno con produccidn de radicales tdéxicos de oxigeno
tales como anidn superdxido (02-), radical hidréxilo
(OH*), H

oxigeno y estd representada por el contenido lisosomal.

202... La segunda via es independiente del

Los radicales tdxicos de oxigeno, al contactar con
la envuelta celular bacterianas provocan una serie de
reacciones de oxidacidén produciendose una emision de
fotones que se denomina quimioluminiscencia. Esta emi-
sion puede ser cuantificada wutilizando unos métodos
especiales de amplificacidén. Se considera como un
indice valorable del metabolismo celular y de sus

mecanismos bactericidas {(62,63).

Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares.

Se utiliza el mismo método expuesto en el capitulo
de fagocitosis. Fueron utilizados en todas las pruebas
leucocitos polimorfonucleares de voluntarios sanos. Se
utilizan a una concentracidén final de 5 x 106 PMN/m1

suspendidos en Hanks con gelatina.

Cultivo y opsonizacidn de las bacterias.




42

Descrito anteriormente en la técnica de fagocito-
sis en suspensidén. Para el estudio de la influencia de
la sustancia mucoide en la produccidn de quimioluminis-
cencia por los polimorfonucleares humanos, las cepas de
estafilococo coagulasa negativo se incubaron durante 18
horas en 10 ml de caldo de tripticasa de soja adiciona-
do con glucosa (0.25 %) para estimular la produccidn de
la misma, como ha sido descrito previamente (53). Para
la opsonizacidén se utilizd mezcla de suero humano al 5

% durante 5 min. a 37°C.

Deteccidn de quimioluminiscencia

Se utilizan tubos de pldstico de 2 ml. y fondo
plano (Sterilin Limited, Middlesex, England) especial-
mente diseflados para esta prueba. A los tubos se afiade
300 pul de la suspensidn de polimorfonucleares ( 5 x
106/m1), 40 pl de Luminol (1/22?) y 300 pl de la

suspensidén de bacterias ( 5 x 10 ufc/ml), siendo la

relacidédn PMN/bacteria de 1/100.

La lectura se realiza en un aparato especialmente
diseflado para detectar quimioluminiscencia denominado
Lumindémetro (Picolite, Model 6500 I1. USA) que presenta
la ventaja de poseer un carrusel mdévil que permite
realizar la lectura de los tubos, hasta un total de 48,
el numero de veces y con el intervalo de tiempo que se
desee programar segun la prueba. Por otro lado, presen-
ta una serie de dispositivos que mantienen la tempera-

tura constante a 379C durante la lectura, con continua
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Figura 3.- Lumindmetro. Aparato para medir quimioluminis-

cencia celular.
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agitacidén de los tubos y permite trabajar en oscuridad,

circunstancias esenciales para esta prueba (Fig. 3).

En nuestros ensayos fueron realizadas 15 lecturas
de cada tubo con intervalos de 2 min. En cada una de
las pruebas se realiza un control negativo en el que la
suspensidn de bacterias se sustituye por soiucidn de
Hanks y que nos dard el valor del ‘"background" o
emisidén espontdnea de quimioluminiscencia por los poli-
morfonucleares en reposo. Los resultados se expresan
como picos miximos de emisidn de quimioluminiscencia en

cuentas por minuto {(cpm) (64).

‘Cada una de las determinaciones se realiza por

duplicado en dias diferentes.
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Adherencia de bacterias a cateteres.

Para estudiar la adherencia bacteriana a catéteres
intravenosos, se utiliza un método cuantitativo modifi-

cado de una técnica descrita anteriormente (44).

Marcaje de bacterias

Se utiliza la misma técnica descrita anteriormente
en el capitulo de fagocitosis. Las bacterias se resus-
penden finalmente en tampén fosfato (pH 7.2) a una
concentracidn final de 108 ufc/ml y se mantienen a 4°%C

hasta el momento de su utilizacién.

Tratamiento de bacterias y catéteres

Los diferentes tipos de catéteres de tefldén vy
poliuretano, son cortados en condiciones estériles,
utilizando cdmara de flujo laminar, en segmentos de 1.5
cm. de longitud. Los didmetros externos e internos de
las cdnulas empleadas fueron obtenidos de los fabrican-
tes y confirmados por técnica microscépica (model 5-A,

Hansen Bienne, Switzerland).

En diversos experimentos y para estudiar la modu-
lacidén de la adherencia, las bacterias fueron opsoniza-
das en suero y plasma humano al 5 % o tratadas con
concentraciones de fibronectina y albumina equivalentes

a las existentes en una solucidn de suero humano al 5
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%. Finalmente, en otra serie de pruebas, se trataron
las bacterias con enzimas proteoliticos tipo pepsina,
para estudiar el papel de las proteinas de superficie y
especialmente de las responsables de la hidrofobicidad
en la adherencia a catéteres. Después de cada trata-
miento, las bacterias son lavadas dos veces con tampég

fosfato y ajustado su numero aproximadamente a 10
ufc/ml.

Antes de cada experimento, los segmentos de caté-
teres se preincuban en 10 ml de tampén fosfato a 37°C
durante 60 min. y en rotacidén, como ha sido descrito

previamente. (65).

En diversos experimentos, sin embargo, los segmen-
tos de catéter fueron incubados durante 30 min. a 37°C
y en rotacidén,en suero y plasma humano al 5 % y en
concentracidnes de fibronectina y albimina humana equi-
valentes a las existentes en solucidén de suero humano
al 5 %.

Método para estudio in vitro de la adherencia

bacteriana a catéteres.

Se emplean viales de vidrio de 20 ml. a los que se
afiade por cada tiempo a estudiar (15,40,90,280 min y 18
horas segun las pruebas) 3 segmentos de catéteres y 3
ml. de la suspensidén de bacterias (lO8 ufc/ml.) incu-

bdndose estacionariamente en bafio a 372C. A los tiempos

1
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correspondientes se detiene la adherencia mediante la
adicién de 10 ml de tampdén fosfato frio a cada uno de

los viales.

Tomando los segmentos con unas pinzas finas, se
lavan cinco veces en tampdn fosfato frio. El proceso de
lavado se muestra satisfactorio desde el momento en que
no se detecta radioactividad en el tampdén de un lavado
adicional.

Finalmente, se transfieren las cdnulas a un vial
de polipropileno, se le afiaden 3 ml. de liquido de
centelleo y se realiza la lectura. Para determinar la
eficacia del marcaje o numero de bacterias por dpm, a
0.1 ml. de la suspensidn bacteriana, se le afiaden 3 ml.
de liquido de centelleo y se procede a la lectura., El
valor de dividir 107, correspondiente al numero de
bacterias contenidas en 0.1 ml. por el numero de dpm

obtenido, nos dard el valor de la eficacia del marcaje.

El numero de dpm obtenido en la lectura de cada
vial con catéteres se multiplica por la eficacia de
marcaje (n? de bacterias/dpm) y obtendremos el numero
de bacterias por segmento de catéter. Finalmente, el
nimero de bacterias se divide por la superficie de la
cdnula previamente calculada, para expresar los resul-

, . 2 .
tados como numero de bacterias por cm” de superficie.

Cada uno de los experimentos fue realizado por

triplicado en diferentes dias. El factor de secuestro
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de emisidén (quenching) producido por la introduccidn de
los segmentos de catéteres en los viales de centelleo,

no fue nunca superior al 6 %.
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Métodos estadisticos

- t-Student para pequefias muestras. (t-test).
- Media aritmética y su error estandar (X + SEM).

- Test de correlacidén lineal y <coeficiente de

correlacién.
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Identificacidén de las cepas.

Hemos estudiado las propiedades de superficie y
los requerimientos opsdénicos de 38 cepas de ECN aisla-
dos de hemocultivos de recién nacidos hospitalizados en
la Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatologia del
Hospital Pedidtrico Universitario Reina Guillermina de

Utrecht (Holanda).

Las cepas utilizadas para la realizacidn de este
trabajo, mantenidas liofilizadas hasta el momento de su
utilizacidén, fueron identificaﬁas en las distintas
especies utilizando el sistema API STAPH, obteniendose
los resultados expresados en la Tabla 1: 29 cepas se

identificaron como S.epidermidis (76.3 %), 5 cepas como

S.warneri (13.1 %), 2 cepas como S.hominis (5.2 %), una

como S.saprophyticus y otra como no identificable con

ninguna de las especies (26 %), completando hasta un

total de 38 cepas.

Produccidn de sustancia mucoide.

El estudio de la produccidn de sustancia mucoide
mediante su tincidn con azul tripdn en las paredes del
tubo, nos depard que 23 cepas(60.5 %) eran altamente
productoras (++), 7 cepas (18,4 %) escasas productoras

y 8 cepas (21.1 %) no productoras (Tabla 2).

Las 23 cepas altamente productoras de sustancia

mucoide pertenecen a la especie S.epidermidis excepto




TABLA 1.- Distribucidn en especies de 38 cepas de ECN

N¢ CEPAS %
S.epidermidis 29 76.3
S.warneri . 5 13.1
S.hominis 2 5.2
S.saprophyticus 1 2.6
No identificables 1 2.6

TOTATL 38




53

TABLA 2.- Distribucidén de 38 cepas de ECN en funcidn de 1a

capacidad de producir sustancia mucoide

Ne¢ CEPAS %
Altamente productoras 23 60.5
Escasamente productoras 7 18.4

No productoras 8 21.1
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una (cepa 18/81), correspondiente a la especie S.sapro-

phyticus (Tabla 3).

La utilizacidén de caldo de tripticasa soja adicio-
nado con glucosa a una concentracién final de 0.25 %
(p/v) se utiliza para potenciar la produccidén de la
sustancia mucoide, como ha sido descrito previamente,
debido a la necesidad por parte de las bacterias de
glucosa y casaminodcidos para la produccidén de la

misma.

Estudio de la hidrofobicidad de superficie

El estudio de la hidrofobicidad de superficie de
las bacterias se realizd utilizando un sistema bifdsico
agua-xileno. Es un método semicuantitativo que permite

obtener resultados altamente reproducibles.

Se acepta universalmente expresar los resultados
como porcentajes de la absorbancia de la fase, acuosa
inicial, de tal manera que 100 % corresponderia a la
cepa mds hidrdéfila y 0O % a la cepa mds hidrdéfoba
respectivamente. Debemos insistir, para evitar posibles
confusiones, que cuanto menor es el valor del porcenta-
je de la absorbancia de la fase acuosa inicial, mayor

es la hidrofobicidad (ver Material y Métodos).

Los wvalores para cada wuna de las cepas estdn
expresados en la Tabla 3. El rango varia en nuestra

serie desde un 15 % correspondiente a la cepa més
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TABLA 3.- Produccién de sustancia mucoide e hidrofobicidad
de 38 cepas de ECN

N¢ CEPAS ESPECIE S.MUCOIDE HIDROFOBICIDAD*
1 S.hominis - 15
2 S.epidermidis ++ 30
3 S.epidermidis + 100
4 S.epidermidis - 100
5 S.epidermidis + 78
6 S.warneri + 100
7 S.warneri + 78
8 S.epidermidis - 74
9 S.epidermidis ++ 80

10 S.warneri - 92
11 S.epidermidis ++ 47
12 No tipable - 47
13 S.epidermidis ++ 61
14 S.epidermidis ++ 64
15 S.epidermidis ++ 62
16 S.epidermidis +ok 60
17 S.epidermidis ++ 62
18 S.saprophyticus ++ 83
19 S.epidermidis ++ 100
20 S.epidermidis ++ 95
21 S.epidermidis ++ 65
22 S.epidermidis ++ 86
23 S.epidermidis - 100
24 S.epidermidis ++ 97
25 S.epidermidis ++ 73
26 S.epidermidis + 81
27 S.epidermidis + 100
28 S.epidermidis ++ 69
29 S.epidermidis ++ 58
30 S.epidermidis ++ 60
31 S.epidermidis - 81
32 S.warneri -~ 66
33 S.epidermidis ++ 72
34 S.epipermidis ++ 57
35 S.epidermidis + 100
36 S.hominis ++ 58
37 S.epidermidis ++ 58
38 S.warneri ++ 57

* Expresado como % de la absorbancia de la fase acuosa inicial.
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hidréfoba (cepa 1/81) hasta un 100 % correspondiente a
las cepas mids hidréfilas (cepas 3, 4, 6, 19, 23 27 y
35/81) con diversos valores intermedios para el resto
de las cepas. No observamos relacidén alguna entre la
hidrofobicidad de superficie y la produccidén de sustan-
cia mucoide, asi como entre hidrofobicidad y especies
de ECN.

Destacaremos el valor obtenido con la uUnica cepa

perteneciente a la especie S.saphophyticus (cepa 18/81)

de 83 % que corresponde a una relativa hidrofobicidad a
pesar de ser una especie descrita generalmente como
encapsulada, lo que le conferia propiedades hidrofili-

cas.

Emisidén de quimioluminiscencia por leucocitos polimor-

fonucleares humanos activados por ECN.

Se estudid la emisidén de quimioluminiscencia am-
plificada por luminol en leucocitos polimorfonucleares
de voluntarios sanos activados con diferentes cepas de
ECN (cepas 1,2,5,15,16, 29, 33 y 34/81).

Se trata de estudiar si el hecho de producir o no
sustancia mucoide o el poseer un cardcter mds O menos
hidrofdbico por parte de una cepa de ECN, se traduce en
una alteracidén cuantitativa del metabolismo del leuco-
citos polimorfonuclear expresado en una mayor o menor
emisién de quimioluminiscencia. En otras palabras, si

estas propiedades confieren mayor o menor defensa a la
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bacteria contra los mecanismos bactericidas del poli-

morfonuclear.

Para estudiar la influencia de la sustancia mucoi-
de en el metabolismo de los polimorfonucleares, se
estudia comparativamente la emisidén de quimioluminis-
cencia cuando empleamos como activadores 4 cepas pro-
ductoras y 4 no productoras de la misma. Los resultados
se expresan en la Figura 4 como picos midximos de
emisidén en cuentas por minuto (cpm) y que en todos

nuestros ensayos se alcanzaron a los 19-21 minutos.

Con las cepas productoras, la emisién fue de 127.0
+ 6.6 x 105 cpm (X + SEM) mientras que con las cepas no
productoras la emisidn fue 137.2 + 8.3 x 105 cpm (X +
SEM). No se observaron diferencias significativas entre

ambos grupos (p > 0.5; t-test).

Resultados similares se observaron al estudiar
comparativamente 4 cepas hidrdfobas frente a 4 hidrdéfi-
las de ECN como activadores de quimioluminiscencia. Con
el primer grupo la emisidén fue de 133.7 + 10.3 x 10°
cpm (X + SEM), mientras que con el segundo, el pico de
emisidén madxima fue de 130.5 i 4.7 x 105 cpm (X + SEM).
No se observaron diferencias significativas entre ambos

grupos {p > 0.5; t-test).

Requerimientos opsénicos de ECN y fagocitosis por leu-

cocitos polimorfonucleares en suspensidn.
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Figura 4.- Picos de quimioluminiscencia de PMN humanos activados por
cepas de ECN. Comparacidn de 4 cepas productoras {(a) y 4
no productoras (b) de sust.mucoide. B) Comparacidn de 4 ce
pas hidrofobas (c) y 4 hidréfilas (d) (X + SEM). -



Se estudid la dependencia de opsoninas termoesta-
bles y termoldbiles, IgG y fraccidén C3b del complemento
respectivamente en las 38 cepas de ECN aisladas de

muestras clinicas.

En 22 de ellas (58 %) la opsonizacidédn fue igual-
mente eficiente cuando se utilizd suero descomplementa-
do (calentado a 569 durante 30 min.) como fuente
opsénica (% de fagocitosis 80.8 + 2.21; X + SEM), que
cuando se utilizdé suero humano sin descomplementar (%
de fagocitosis 82.3 + 1.85; X + SEM) (Fig. 5).

En las restantes 16 cepas (42 %) la utilizacidn de
suero descomplementado como fuente opsénica disminuyéd
considerablemente o abolié la fagocitosis (% de fagoci-
tosis 34.0 +.4.35; X + SEM) lo que expresa una clara
deﬁendiencia del complementc como opsonina en este
iltimo grupo de bacterias para su adecuada ingestidn
por leucocitos polimorfonucleares. Los valores de fago-
citosis de estas cepas cuando la opsonizacidén fue
realizada en suero sin descomplementar, alcanzaron
niveles muy similares al primero (% de fagocitosis 78.5
+ 3.5; X + SEM).

En ambos grupos, el porcentaje de fagocitosis de
bacterias opsonizadas en solucién de Hanks (control
negativo) nunca superd el 4 %, lo que pone de manifies~
to la absoluta dependiencia de opsoninas por parte de
ECN para una adecuada fagocitosis cuando las bacterias

se encuentran en suspensidn.
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Figura 5.~ Fagocitosis de 38 cepas de ECN por PMN humanos.
a: opsonizacion en suero humano (5%);b: opsonizacidn en
suero descomplementado (5%) ¢: opsonizacidén en Hanks {con
trol). (X + SEM)
A: cepas no dependientes del complemento como opsonina
(n = 22 cepas)

B: cepas dependientes del complemento como opsonina

(n =16 cepas)
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Al comparar los resultados de los requerimientos
opsénicos con los de hidrofobicidad de superficie se
observa que el grupo de cepas que requiere la accidn
del complemento como opsonina para la fagocitosis en
suspensidén es significativamente mds hidréfobo (hidro-
fobicidad = 61.9 % + 4.3; X + SEM) que el grupo de
cepas no dependientes de opsoninas termoldbiles para
una adecuada fagocitosis (hidrofobicidad = 86.0 + 4.0;
X + SEM) (p ¢ 0.001l; t-test). Los resultados quedan

expresados en la Fig. 6.

Para avanzar mds en el estudio de la relaciédn
entre la dependencia del complemento para la opsoniza-
cién y la hidrofobicidad de superficie, la cepa alta-
mente hidréfoba 2/81 (hidrofobicidad = 30 %) fue
tratada con los enzimas proteoliticos pepsina y tripsi-
na previamente a la determinacidn de la opsonizacidn e
hidrofobicidad. Los resultados quedan expresados en la
Tabla 4. '

Tras el tratamiento con pepsina, la superficie
bacteriana pasa de ser altamente hidrdéfoba (30 %) a
altamente hidréfila (100 %). El porcentaje de fagocito-
sis de bacterias opsonizadas en suero humano no se
modifica practicamente tras el tratamiento proteolitico
con pepsina. Sin embargo, cuando opsonizamos las bacte-
rias en suero descomplementado, el porcentaje de fago-
citosis varia de 10 % cuando utilizamos bacterias sin
tratar, a un 66 % cuando utilizamos bacterias tratadas
con pepsina.En otras palabras, el tratamiento con

pepsina, abolid- simultdneamente la hidrofobicidad de
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TABLA 4.~ Efecto del tratamiento con pepsina y tripsina
sobre ECN (cepa 2/81). Accidén sobre la hidro-
fobicidad de superficie y requerimientos opsd
nicos para la fagocitosis por leucocitos poli

morfonucleares.

BACTERIAS SIN TRATAR BACTERIAS TRATADAS
Tripsina Pepsina

Hidrofobicidad de superficie * 30 % 31 % 100 %

% de fagocitosis en suero 98 % 9 % 82 %

% de fagocitosis en suero 10 % 14 % 66 %
descomplementado

Fijacién de C3 en superfi- 80 % 82 % 100 %

cie bacteriana

* Expresada como % de la absorbancia inicial de la fase acuosa.
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superficie y la dependencia de la opsonizacidén via
complemento de las bacterias cuande éstas se encuentran

en suspensidn,

El tratamiento con tripsina no modificd ninguna de
las dos propiedades manteniendo constantes los valores
de hidrofobicidad y fagocitosis obtenidos con bacterias

sin tratar. (Tabla 4).

Los resultados obtenidos anteriormente ponen de
manifiesto que el tratamiento de ECN con pepsina se
traduce en una pérdida de la dependencia del complemen-
to para una adecuada opsonizacidén. El siguiente paso
serfa conocer si ello significa, que tras el tratamien-
to proteolitico, la fraccidén C3 del complemento no se
fija a la superficie bacteriana. Para estudiar este
fendmeno, se utiliza una prueba de inmunofluorescencia

indirecta modificada.

Los resultados expresados en la Tabla 4, nos
demuestran que el tratamiento con pepsina no sélo no
disminuye la fijacidén de 1la fraccidén C3, sino que
incluso la aumenta variando de un 80 % de fijacidén en

bacterias sin tratar a un 100 % en bacterias tratadas.

No se observd ninguna relacidén significativa entre
los requerimientos opsdénicos de ECN en suspensidn y la

produccidn de sustancia mucoide.

Efecto de la opsonizacidn en la hidrofobicidad de su-
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Egrficie.

Los resultados obtenidos previamente prueban que
la hidrofobicidad de superficie juega un importante
papel y modula los requerimientos opsénicos de ECN.
Pero lo contrario también podria ocurrir, que la
opsonizacidén modulara de alguna manera la hidrofobici-
ad, efecto que podria tener importantes consecuencias
en la interaccidén, por ejemplo, de las bacterias con
superficies pldasticas, que podria ser dependiente de

uniones hidrofdbicas.

Para trabajar con esta hipdtesis, se estudid el
efecto que sobre la hidrofobicidad de superficie tiene
la opsonizacidn en suero humano. Para ello, se escogie-
ron 6 cepas de ECN (1,2,11,24,29 y 32/81) con valores
de hidrofobicidad muy diversos y se pusieron en contac-

to con suero humano diluido al 5 % (379C, Smin.).

Los resultados (Fig. 7) son concluyentes en demos-
trar, que, con independencia de valor inicial de
hidrofobicidad, la totalidad de las cepas se vuelven
absolutamente hidrofilicas tras el contacto con el
suero. Posteriormente, observamos, que la opsonizacidn
en suero humano diluido al 1 % durante 1 min., es
suficiente para transformar las bacterias totalmente

hidrofilicas.

Para conocer mds sobre la naturaleza de éste

fendmeno observado y qué componentes del suero podrian
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estar envueltos, se estudidé el efecto que sobre la
hidrofobicidad de la cepa 2/81 (hidrofobicidad = 30 %)
tenfa la opsonizacidn en suero descomplementado (calen-
tado a 56°C durante 30 min.) y suero agammaglobulinémi-
co al 5 %. También se estudid el efecto de 1IgG
purificada, albumina y fibronectina en concentraciones
de 0.5 mg/ml, 2 mg/ml y 0.02 mg/ml, respectivamente,
que corresponden a los valores existentes en una

solucidn de suero humano al 5 %.

Los resultados expuestos en la Tabla 5, nos
muestran que la opsonizacidén en suero descomplementado
y suero agammaglobulinémico tiene el mismo efecto en la
hidrofobicidad de superficie que el cbservado en el
suero humano sin tratar, transformando las bacterias en
altamente hidrofilicas (100 %). En otras palabras, el
complemento y la IgG, no parecen las responsables de
este cambio y en el caso del dltimo componente, queda
confirmado al observar el escaso efecto de la 1IgG
purificada sobre la hidrofobicidad (39 %).

Fibronectina, glicoproteina a la que se atribuyen
importantes funciones en la adherencia de las celulas,
tampoco altera la hidrofobicidad, manteniéndola, apro-

Xximadamente, en su valor inicial (28 %).

Sin embargo, la accidn de la albumina humana a
pesar de la baja concentracidén utilizada, es espectacu-
lar, transformando a las bacterias en totalmente hidro-

filicas (100 %), demostrando, que es el componente del
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TABLA 5.- Efecto sobre la hidrofobicidad de superficie de
ECN (cepa 2/81) de la opsonizacidn en distintos
sueros y de la incubacidn con varios componen -

tes séricos.

INCUBACION HIDROFOBICIDAD DE SUPERFICIE*
Ninguno . 30 %
Suero 5 % 100 %
Suero descomplementado 5 % 100 %
Suero agammaglobulinico 5 % 100 %
IgG (0.5 mg/ml) 39 %
Albdmina (2 mg/ml) 100 %
Fibronectina (0.02 mg/ml) 28 %

* Expresado en % de la absorbancia inicial de la fase acuosa.
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suero, aunque quizd no el dUnico, comprometido en el
efecto de la opsonizacidn en suero sobre la hidrofobi-

cidad de superficie.

Requerimientos opsdénicos de ECN adherido a superficie

pldstica y fagocitosis por leucocitos polimorfonuclea-

res humanos. Estudio comparativo con S.aureus.

Se compararon los requerimientos opsdénicos de 12
cepas de ECN (1,2,11,12,16,17,19,24,30,31,32 y 38/81) y

7 cepas de S.aureus (S.aureus Evers, Stephens, Cowan I,

502 A, Carr y dos aislamientos clinicos) utilizando
bacterias adheridas a superficie pldstica de poliesti-

reno.

En la Fig. 8, se expresan los resultados con
bacterias sin opsonizar. El porcentaje de fagocitosis
en ausencia de opsoninas para las cepas de ECN fue
'minimo, correspondiendo 9.3 % + 2.1 (X + SEM) a los 15
min. y 15.5 % + 4.1 (X + SEM) a los 40 min. Sin
embargo, los resultados contrastan con los obtenidos
con cepas de S.aureus que presentan un adecuado porcen-
taje de fagocitosis en ausencia de fuente opsénica,
representado por 26.3 % + 6.6 (X + SEM) a los 15 min. y
37.1 + 7.6 (X + SEM) a los 40 min.

Cuando utilizamos suero humano al S5 % como fuente
opsdénica (5 min.; 37°C), los resultados varian ostensi-
blemente en ambos grupos de cepas (Fig.8). Con las

cepas de S.aureus los porcentajes de fagocitosis son de
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82.1 + 3.4y 85.7 % + 2.7 (X + SEM) correspondientes a
15 y 40 min. respectivamente, mientras que con las
cepas de ECN son de 77.0 + 3.8 y 81.3 + 3.6 (X + SEM)
para los mismos tiempos. La opsonizacidn en suero
humano eleva considerablemente la fagocitosis de ambos,
S.aureus y ECN 'cuando las bacterias estdn adheridas al
pldstico, no observando, sin embargo, diferencias sig-

nificativas entre ellos.

Similares resultados se obtienen cuando utilizamos
como fuente opsdnica suero descomplementado (calentando
a 562C durante 30 min.). En estas condiciones, con las
cepas de S.aureus los porcentajes de fagocitosis son de
77.7 % + 3.9 y 78.2 % + 4.7 (X + SEM) para los dos
tiempos estudiados y con las cepas de ECN 80.5 % + 3.5
y 84.5 % + 4.1 (X + SEM) respectivamente. La opsoniza-
cidn con suero descomplementado eleva la fagocitosis a
niveles similares a los obtenidos al utilizar suero sin

tratar como fuente opsénica en ambos grupos (Fig.9).

Al comparar los resultados de fagocitosis de
bacterias no adheridas (en suspensidn) y adheridas a
superficie pldstica, se observdé, que, 6 de las 12 cepas
de ECN utilizadas en fagocitosis de sﬁperficie (1,2,~-
11,12,16 y 30/81) que habian demostrado una dependencia
absoluta de la fraccidén C3 del complemento como opsoni-
na para una buena fagocitosis en suspensidén, al utili-
zarlas adheridas a pldstico, perdian esta dependencia
alcanzando porcentajes de fagocitosis muy elevados al
utilizar una fuente opsénica sin opsoninas termoldbi-

les.
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Para confirmar estos hallazgos, se estudian compa-
rativamente la fagocitosis de bacterias en suspensidn y
adheridas a superficie pldstica con las 6 cepas de ECN
anteriormente mencionadas. Los resultados se expresan

en la Fig. 10.

Mientras que al utilizar suero sin descomplementar
como fuente opsdénica, los porcentajes de fagocitosis
son similares y elevados en ambos grupos (% fagocitosis
= 79.9 + 4.0y 77.3 + 4.3 (X + SEM) respectivamente, al
utilizar suero descomplementado (calentado a 562C du-
rante 30 min.) inutilizando la accidén del complemento
como opsonina, las diferencias son muy marcadas,
correspondiendo un porcentaje de fagocitosis de 29.1 +
7.7 (X + SEM) al utilizar bacterias en suspensidn y
75.8 + 4.8 (X + SEM) cuando las bacterias estdn

adheridas a pldstico.

Para avanzar mds en el conocimiento de los reque-
rimientos opsénicos de ECN adherido a pldstico, se
realizaron diferentes experimentos con cepas opsoniza-
das en distintas fuentes opsdénicas. En las Fig. 11 y 12

se expresan los resultados obtenidos con la cepa 2/81.

Al utilizar bacterias opsonizadas en suero agamma-
globulinemico, los porcentajes de fagocitosis son simi-
lares a 1los obtenidos con bacterias sin opsonizar
correspondiendo 11.1 y 23.4 % para los 15 y 40 min.

respectivamente (Fig. 11).
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Cuando utilizamos suero deficiente en la fraccidn
C3 del complemento, los porcentajes de fagocitosis son
de 76.2 % a los 15 min. y 78,0 a los 40 min. con suero
humano, los porcentajes son de 72.3 % y 77.1 % y con

suero descomplementado 71.1 % y 69.5 % respectivamente.

En otra serie de experimentos (Fig. 12), las
bacterias se preincuban en diferentes componentes del
suero. Cuando utilizamos albumina humana (2 mg/ml) los
porcentajes de fagocitosis son de 6.8 % y 34.9 %
respectivamente, y cuando utilizamos fibronectina (0.02
mg/ml), glicoproteina a la que se otorga capacidad
opsonizante los porcentajes son de 28.0 % 31.6 %
respectivamente. Con ambos componentes, los porcentajes
son similares a los obtenidos con bacterias sin opsoni-

Zar.

Resultados muy diferentes se obtienen al emplear
IgG purificada como fuente opsénica (Fig. 12). En
concentraciones equivalentes a las existentes en solu-
cién de suero humano al 5 % (0.5 mg/ml) los porcentajes
de fagocitosis se elevan a 54.1 % y 51.2 % a los 15y
40 min. respectivamente. Al aumentar la concentracidn
de IgG 10 veces (5 mg/ml) los porcentajes de fagocito-

sis se incrementan a 68.5 %y 69.0 %.

Estos resultados confirman lo expresado anterior-
mente; el complemento como opsonina no es necesario
para la fagocitosis de ECN adherido a superficie
pldstica incluso para aquellas cepas que dependian de

estas opsoninas termoldbiles cuando la fagocitosis
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ocurria en suspensidén. Este fendmeno es extensible a

las cepas de S.aureus estudiadas.

Adherencia de ECN a catéteres de tefldn y poliuretano.

Modulacién.

Se estudid la adherencia a catéteres mediante un
método cuantitativo para el que se utilizan bacterias
marcadas radioactivamente y se expresan los resultados
como bacterias adheridas por centimetro cuadrado de

superficie.

En principio, y para estudiar la dependencia o no
del tiempo de incubacidn, se estudia comparativamente
la adherencia a tefldn de las cepas de ECN 2 y 4/81.
Los tiempos de incubacidén son 15,40,90, 240 minutos y
18 horas.

Los resultados, expresados en la Figura 13, nos
muestran un claro aumento de la adherencia en funcidn
del tiempo para ambas cepas. Para la cepa 2/81, de
superficie muy hidréfoba (30 %), varia la adherencia
desde 14.3 + 1.6 x 10° bact/cm? (X + SEM) a los 15 min.
hasta 91.7 + 5.8 x 10° bact/cm® (X + SEM) a las 18
horas de 1incubacién. Con la cepa 4/81, intensamente
hidrofilica (100 %), la adherencia es mucho menor,
variando de 5.1 + 1.7 x 10° bact/cm? (X + SEM) a los 15
min. hasta un valor mdximo de 37.2 + 4.0 x 105

bact/cm2 (X + SEM) a las 18 horas.
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Los resultados obtenidos muestran que las bacte-
rias se unen a la superficie pldstica mediante uniones
hidrofdébicas, para lo que es muy importante la natura-
leza altamente hidréfoba de la superficie de tefldn.
Esto lo afirmamos al comprobar que la cepa hidréfoba se

adhiere en nimero mucho mayor que la cepa hidréfila.

Para confirmar esta hipdtesis, se estudia la
adherencia a tefldén de otras 9 cepas de ECN (1,13,14,-
16,19,24,27,29 y 34/81) con valores de hidrofobicidad
que varian desde 15 % (1/81) a 100 % (19,27,29/81). En
este caso, los tiempos de adherencia son: 15,40,90 y
240 min. Volvemos a insistir en que los valores de
hidrofobicidad vienen expresados en porcentajes de la
absorbancia acuosa inicial, lo que implica que las
cepas mds hidrdéfobas corresponderdn los porcentajes mis

pequefios y viceversa.

En la Fig. 14 se expresan los resultados corres-—
pondientes a los tiempos extremos y se observa una
clara relacién entre hidrofobicidad y adherencia; se
adhieren en mayor grado las cepas mids hidrdfobas
(p< 0.005 a los 15 min y p < 0.001 a los 240 min.;
test de correlacién lineal). Aunque se muestran los
tiempos extremos por ser los mids demostrativos, la
relacidén hidrofobicidad/adherencia fue muy significati-
va en el resto de tiempos estudiados (p < 0.01 a los 40

y 90 min.; test de correlacidn lineal).
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En la Fig. 15 se observan dos fotografias de
microscopia electrdnica de barrido en la que se obser-
van elementos celulares de ECN adheridos a la superfi-

cie de un catéter de teflédn.

A continuacidén se estudidé comparativamente la
adherencia a catéteres de tefldn y poliuretano. Los
catéteres de poliuretano son un tipo nuevo de catéter
en fase de experimentacidn al que se atribuyen una
serie de ventajas fisico-quimicas sobre otros pldsticos
sintéticos, que le podrian llevar a jugar un papel

importante en el futuro.

En la Fig. 16, se muestran los resultados obteni-
dos con la cepa hidréfoba 2/81 en una serie de tres
experimientos. El patrdén de adherencia se mantuvo
constante en el resto de cepas estudiadas. Los resulta-
dos nos muestran que la adherencia a poliuretano es
significativamente mds alta, especialmente en los pri-
meros 40 min. La diferencia mdxima se observa a los 15
min. donde la adherencia a tefldn es de 14.3 + 1.6 x
10° bact/em? (X + SEM) y la adherencia a poliuretano de
61.2 + 1.7 x 102 bact/cm? (X + SEM), siendo por tanto
4.27 veces superior. A partir de los 15 min., la
adherencia a poliuretano va disminuyendo para empezar a
aumentar de nuevo a los 90 min. de forma paralela al
tefldédn aunque <con valores ligeramente superiores,
correspondiendo a los 240 min. una adherencia a tefldn
de 39.4 + 6.1 x 105 bact/cm2 (X + SEM) y a poliuretano
50.1 + 3.2 x 105 bact/cm (X + SEM), siendo aproximada-



Figura 15.-

Elementos celulares de ECN adheridos a la
superficie de un cateter de tefldn obser-
vados por Microscopia electrdénica debarri
do.
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mente 1.2 veces superior.

Una vez demostrada la adherencia de ECN a diferen-
tes catéteres, el siguiente punto de interés reside en
el estudio de la modulacidén de 1la adherencia por
diferentes componentes para obtener mds informacidn
sobre la naturaleza de esta unidn, bacteria-cateter, y

la forma de regularlo.

Para el estudio de modulacidén en tefldén escogimos

la cepa S.epidermidis 2/81. El tiempo de incubacidn es

de 90 min. E1 hecho de escoger un sélo tiempo de
incubacidén nos permite la realizacidn de mayor numero
de pruebas a la vez, por lo tanto, en condiciones

uniformes y con resultados comparables.

Se estudidé la influencia de suero humano al 5 %,
plasma humano al 5 %, fibronectina (20 mg/ml) vy
albumina (2 mg/ml). En una serie de experimentos, las
bacterias eran preincubadas (5 min. 372C) en los
diversos componentes; en otra serie, eran preincubados
los catéteres (30 min.; 372C). Finalmente se estudid la
influencia del enzima proteolitico pepsina sobre la
adherencia. En todas las series, los resultados se
comparan a un control en el que bacterias y catéteres

son preincubados en tampén fosfato.

Los resultados se exponen en la Tabla 6. El

control en tampdén fosfato, nos da una adherencia de
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35.1 + 2.3 x 10° bact/cm?

mos las bacterias en suero, la adherencia disminuye més
de seis veces (5.5 + 0.2 x 105 bact/cm2 (X + SEM). Para

estudiar la posible influencia del fibrindgeno, prein-

(X + SEM). Cuando preincuba-

cubamos las bacterias en plasma y la adherencia dismi-
nuyé en algo mis de 4 veces (8.5 + 0.4 x 102 bact/cmz).
Con fibronectina y albidmina, la adherencia disminuyé
1/2 y 1/3 respectivamente, (17.6 + 1.7 y 12.9 + 1.5 x

105 bact/cmz) (X + SEM).

Si comparamos los resultado con los obtenidos en
la modulacidén de 1la hidrofobicidad, observamos que
aquellos factores que tansformaban en hidrofilicas a
las bacterias hidréfobas (suero, albimina...) disminu-
yen de manera muy significativa la adherencia a teflén,
demostrando la importancia de los enlaces hidrofdébicos
en la adherencia a estos catéteres. Para confirmar
estos hallagos resultan muy interesantes los resultados
del tratamiento bacteriano con pepsina en la adherencia
a catéteres. De igual forma que su accién volvia a las
bacterias hidrofilicas, produce una disminucidén de la
adherencia a tefldén en mids de 8 veces (4.3 + 0.3 x 105
bact/cm?) (X + SEM).

Cuando lo que se preincuba son los segmentos de
catéteres, lo cual tendria una mayor aplicacidn prédc-
tica, los resultados son similares, si bien, mas
demostrativos. La preincubacidén en suero y plasma
disminuye la adherencia a tefldn en mds de siete veces
(4.6 + 0.2 y 4.8 + 0.3 x 10° bact/cm? respectivamente)

(X + SEM). Igualmente, disminuye alrededor de cinco
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TABLA 6.- Modulacién de la adherencia de ECN (cepa 2/81)

cateteres de teflén .
X + SEM) .

NUMERO DE S.EPIDERMIDIS 2/81 ADHERIDOS

Tiempo de incubacidn 90 min.

a

(X 10° Bact/cm> )

BACTERIAS CATETERES

PRE INCUBADAS PRE INCUBADOS
Tampén fosfato 35.1 (+2.3) 35.1 (i2.3)
Suero 6 %) 5.5 (+0.2) 4.6 (+0.2)
Plasma (5 %) 8.5 (+0.4) 4.8 (+0.3)
Fibronectina (20 pg/ml) 17.6 (+1.7) 19.0 (+1.9)
Albumina (2 mg/ml) 12.9 (+1.5) 6.8 (+0.3)
Bacterias tratadas con pepsina 4.3 (+0.3) ————
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veces cuando se preincuban en albuimina (6.8 + 0.3 x
105 bact/cmz; X + SEM). Sin embargo, el tratamiento con
fibronectina mantiene la adherencia en niveles elevados
(19.0 + 1.9 x 107 bact/cm?) (X + SEM). De nuevo se
observa, por lo tanto, que, a mayor influencia en la
hidrofobicidad por parte de los distintos componentes,

mayor influencia en la adherencia.

Finalmente, se estudia la modulacidén por albumina

y pepsina de la adherencia de S.epidermidis 2/81 a

poliuretano y tefldén comparativamente, puesto que eran
los componentes que mayor efecto habian demostrado en

los anteriores experimentos.

Los resultados quedan expresados en la Fig. 17.
Los tiempos de incubacién son de 40 y 90 min. Si la
disminucién de 1la adherencia a tefldn, wutilizando
catéteres preincubados en albuimina o bacterias tratadas
con pepsina habfa quedado patente, mds espectacular es
su accidén al wutilizar catéteres de poliuretano. El
tratamiento de las bacterias con pepsina disminuye la
adherencia aproximadamente 34 veces en este tipo de
catéter, dejdndola en valores muy similares a los
obtenidos de '"background'", o sea, el valor de las
emisiones espontdneas en el contador (1.3-1.5 X lO5
bact/cmz). La incubacidén en albumina, en concentracio=-
nes equivalentes a las existentes en una solucidén de
suero al 5 %, disminuye la adherencia a catéteres de
poliuretano aproximadamente 10 veces, con valores de
alrededor de 4.5 X 105 bact/cmz.
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Las propiedades de superficie y los requerimientos
opsdénicos de S.aureus, han sido estudiados detallada-
mente por diversos autores (66,67,68). Comparativamen-
te, se ha prestado muy poca atencidn a las mismas
propiedades en ECN , presumibl emente, debido al hecho
de que =estos microorganismos har sido considerados

durante mucho tiempo como inofensivos o comensales.

Sin embargo, en las dos dltimas décadas, ECN se ha
manifestado claramente como patdégeno en algunas entida-
des clinicas especificas. Bdsicamente, las infecciones
por ECN inciden en pacientes que portan material
protésico del tipo de shunts de derivacidén (4,5),
vdlvulas cardiacas protésicas (3), catéteres pldsticos
(20,22), pacientes en Unidades de Cuidados Intensivos
(15,17) y pacientes oncolégicos (68). Entre los pacien-
tes en Cuidados Intensivos, las infecciones severas por

ECN se han acentuado en recién nacidos prematuros (15).

En nuestro trabajo se estudian las propiedades de
superficie, los requerimientos opsénicos y la adheren-
cia a catéteres pldsticos de 38 cepas de ECN aisladas
de hemocultivos de recién nacidos prematuros con septi=-
cemia. En nuestra serie, el 73.3 % de las cepas

corresponden a la especie S.epidermidis, lo que pone de

manifiesto el papel predominante de esta especie en
infecciones en humanos, hecho ya descrito por diversos
autores que encuentran en series largas una incidencia

de alrededor del 75 % de S.epidermidis en procesos

patoldgicos de etiologia atribuida a ECN (10,11,12).
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Este papel preponderante estd probablemente relacionado

con el hecho de que S.epidermidis predomina sobre el

resto de especies de ECN en la piel, aunque no se puede
descartar la posibilidad de que posea factores de
virulencia diferentes al resto de las especies como

postulan algunos autores (69, 70).

En las infecciones producidas en humanos por ECN y
relacionadas con material protésico hay que resaltar el
papel que juegan las propiedades de superficie bacte-
riana que van a ser las responsables de la especial
afinidad de ECN por el material pldstico. Entre ellas
destacan principalmente la capacidad de producir sus-

tancia mucoide y la hidrofobicidad de superficie.

El papel de la sustancia mucoide en las infeccio-
nes por ECN relacionadas con material protésico y en
especial con catéteres intravenosos ha sido descrita
por diversos autores utilizando técnicas de microscopia
electrdonica de barrido (41,42,43,44). En la mayoria de
las micrografias se observan microcolonias fuertemente
adheridas a la superficie del catéter formadas por
elementos celulares sumergidos en una sustancia extra-

celular de naturaleza mucoide.

En nuestra serie, los estudios de produccidén de
sustancia mucoide "in vitro" en funcidn de caracteris-
ticas tintoriales nos muestran que un 60.5 % de las

cepas son altas productoras de la misma. Christensen y
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cols (53), autor del método wutilizado en nuestro
estudio, obtiene un 63 % de cepas productoras en una
serie de 146 cepas de ECN aisladas de muestras clini-
cas. Estos mismos autores observan que las cepas de ECN
aisladas de procesos infecciosos, especialmente en
hemocultivos tenfian wuna mayor capacidad de producir
sustancia mucoide que aquellas cepas consideradas con-

taminantes o aisladas de la piel (70).

No se observa en nuestros resultados relacidn
significativa entre las diferentes especies de ECN y la
capacidad de producir sustancia mucoide. Tampoco se
relaciona el poseer o no esta capacidad con el porcen-
taje de fagocitosis por polimorfonucleares, la hidrofo-
bicidad de superficie y 1la adherencia "in vitro" a
catéteres pldsticos como veremos més adelante. En
nuestra opinidén, la causa se debe fundamentalmente a
dos factores. En primer lugar, el método ideado por
Christensen y cols (53) para la deteccidén de la
produccidén de sustancia mucoide, a pesar de ser el
unico aceptado universalmente, no es en absoluto el
idéneo, debido principalmente a la gran cantidad de
factores que influyen, como es la composicidén del
medio, fase de crecimiento bacteriano, etc.. En segundo
lugar, la sustancia mucoide es de naturaleza hidrosolu-
ble, y la serie de lavados bacterianos necesarios en
los diversos métodos empleados para el estudio de la
fagocitosis..., hacen muy dificil 1la evaluacidén "in

vitro" del papel de la sustancia mucoide.
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Muy poco se conoce acerca de la verdadera composi-
cién de la sustancia mucoide, pues, mientras que por
sus caracteristicas tintoriales es descrita como poli-
sacdrido (53), algunos autores observan que su produc-
cidn decrece por la accidn de enzimas proteoliticos

(55) lo que apuntaria a un componente protéico.

Con respecto a sus funciones "in vivo", se le
atribuyen propiedades de adherencia, antiopsdénizantes y
por lo tanto antifagociticas (26). En estudios realiza-
dos "in vitro", Baddour y cols. (70) observan una mayor
resistencia a la muerte intraleucocitaria de las cepas
productoras. Gray y cols (71) describen una disminucién
de la respuesta linfoproliferativa de los monocitos a
estimuladores policlonales, cuando se encuentran en
presencia de diferentes concentraciones de sustancia
mucoide, disminuyendo de manera considerable las defen-

sas del huésped.

En conclusidn, es necesario el aislamiento, puri-
ficacidén e identificacidén bioquimica de la sustancia
mucoide para poder evaluar '"in vitro'" una accidn que
"in vivo" no ofrece actualmente duda alguna en cuanto a
su funcidén en la interaccidén de ECN con el material
protésico y la capacidad de producir infeccidén en los

pacientes que lo portan.

1

Se han realizado numerosos estudios sobre la

adherencia bacteriana a diferentes tejidos animales,



detallando hasta niveles moleculares los mecanismos
especificos implicados tales como gicocalix, lectinas,
pili..., sin embargo, muy poca atencidén ha prestado la
literatura a los mecanismos inespecificos de adherencia
bacteriana, especialmente a sustratos inanimados, que
han sido descritos por escaso numero de autores (45,-

46) .

Un factor de gran importancia en los mecanismos
inespecificos de adherencia es la hidrofobicidad de
superficie bacteriana. Los microorganismos de caracte-
risticas hidrofdébicas se describen como mds adherentes
que los hidrofilicos a tejidos animales y biomateriales
pldsticos (45,76). En el caso de los biomateriales,
este fendmeno se explica por la naturaleza altamente
hidréfoba de sus componentes, lo que permite la actua-
cidén de fuerzas hidrofdbicas entre ambas superficies
que desplazando las moléculas de agua existentes entre

ellas provocan una acherencia inespecifica.

De esta manera, diversos autores sugieren que la
hidrofobicidad promueve una adherencia 1inespecifica
permitiendo el contacto de las dos superficies y
estabilizando la yuxtaposicidén, de las mismas lo que
permitirfa actuar, en un segundo paso, a los mecanismos

especificos de adherencia (72).

El estudio de la hidrofobicidad de superficie en

nuestra serie de 38 cepas de ECN nos mostrd una gran

95
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heterogeneidad entre las distintas cepas, con unos
porcentajes de absorbancia que varian de un 15 % a un
100 % y con amplio abanico de valores intermedios.
Hoght y cols. (55) obtienen con cepas de ECN, resulta-
dos muy similares utilizando el mismo método. Sin
embargo, estos mismos autores describen una disminucién
de la hidrofobicidad por efecto de la sustancia mucoide
en las cepas productoras de la misma que nosotros no
observamos, y que en nuestra opinidn es de dificil
demostracidédn "in vitro" por los problemas metodolégicos

que menciondbamos anteriormente.

La hidrofobicidad de superficie en S.aureus es
atribuida a la proteina A y a las proteinas de unidn a
fibronectina, aunque probablemente existan otra serie
de estructuras actuando que hasta el momento se desco-
nocen (73). De cualquier manera se puede descartar el
peptidoglicano por su naturaleza altamente hidrofilica.
Nosotros, en el caso de ECN, encontramos una relacidn
entre las estructuras que confieren cardcter hidrofdbi-
co y los requerimientos opsdénicos para la fagocitosis

como se describird posteriormente.

La interaccidédn polimorfonuclear-bacteria es des-
crita cldsicamente como dependiente entre otras, de
fuerzas hidrofdbicas (74). Este fendmeno nos haria
pensar en que la opsonizacidén de las bacterias, esen-
cial para una adecuada fagocitosis, se traduciria en un

incremento de la hidrofobiciad de superficie.
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Nuestros resultados de modulacidén de la hidrofobi-
cidad nos muestran sin embargo un efecto completamente
opuesto, de tal forma que tras el contacto de las
bacterias con suero humano, estas se vuelven totalmente
hidrofilicas con independencia del valor inicial de la
hidrofobicidad. Este fendmeno sorprendente, y no des-
crito anteriormente por ningun autor, es debido a la
accidén de la albumina, si bien puede haber otra serie
de componentes involucrados. Sin embargo las opsoninas

no tienen efecto alguno demostrable.

Este hecho podria significar que quizds la hidro-
fobicidad jugarfia "in vivo" un papel menos relevante
que el que se le atribuye, desde el momento® en que
independientemente de sus caracteristicas hidrdfobas
iniciales, tras el contacto con suero humano, el
cardcter de la superficie bacteriana se vuelve total-

mente hidréfilico.

Finalmente, el efecto de los enzimas proteoliticos
sobre la hidrofobicidad de superficie es similar al
obtenido por Hogt y cols. (55); la tripsina no presenta
accién alguna mientras que la pepsina vuelve las
bacterias hidrofilicas por desprendimiento de los gru-
pos hidrofdbicos, lo que confirma la naturaleza protéi-

ca de los mismos.

Existen diferentes métodos de estudio de la hidro-
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fobicidad, aunque el método de afinidad a hidrocarburos
(sistema bifdsico agua-xileno) utilizado por nosotros
reune dos importantes caracteristicas, sencillez técni-
ca y reproductibilidad. Otros métodos se basan en la
adherencia a superficie pldstica (46,75), agregacidn
bacteriana en solucidn salina (76,77) o cromatografia

(78).

Los estudios de quimioluminiscencia celular, nos
muestran que la capacidad de producir sustancia mucoide
y el cardcter mds o menos hidrofdbico de la superficie
bacteriana, no se traduce en una alteracidén del metabo-
lismo del leucocito polimorfonuclear durante la fagoci-
tosis,por lo que no parece que confiera a las bacterias
un mecanismo especial de resistencia frente a los
mecanismos bactericidas del leucocito polimorfonuclear
como describieron en el caso de la sustancia mucoide
Baddour y cols. (70).

Los requerimientos opsdénicos para la fagocitosis
en suspensidn de estafilococo, han sido bien caracteri-
zados, en particular, para la cldsica especie patdgena
S.aureus (31,32). En estos exhaustivos estudios se
muestra que para la fagocitosis de S.aureus suspendido
en medio acuoso se necesita la accidén conjunta de
opsoninas termoestables y termoldbiles, es decir, 1gG y
complemento respectivamente (32,79). Sin embargo, poco
se conoce de los requerimientos opsdénicos de ECN en

iguales condiciones.
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Los resultados del presente estudio demuestran que
los requerimientos para la fagocitosis de ECN difieren

considerablementie de los de S.aureus.

En el 58 % de las cepas de ECN estudiadas, las
opsoninas termoldbiles no eran necesarias para una
eficiente ingestidn en suspensidén por leucocitos poli-
morfonucleares. En <contraste, en ausencia de estas
opsoninas termoldbiles, no ocurre la fagocitosis de
S.aureus, debido al hecho de que la proteina A de la
pared celular de éste, fija las moléculas de IgG por la
fraccidén Fc, haciendo por lo tanto a estas opsoninas
inaccesibles al receptor Fc del leucocito polimorfonu-

Y

clear y por tanto opsonicamente inactivas (33).

Un fendmeno similar podria ocurrir en el restante
42 % de las cepas de ECN investigadas en este estudio,
las cuales, para una adecuada ingestidn, demostraron
ser dependientes de 1la opsonizacidén por opsoninas

termoldbiles.

Este dltimo grupo de cepas demostrd ser mucho mis
hidréfobo que el primero. Esta relacidén entre la
dependencia de opsoninas termoldbiles con los grupos
hidrofdébicos se confirma desde el momento que al
desprender dichos grupos mediante el tratamiento bacte-

riano con pepsina, se obvid la dependencia del comple-
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mento. En otras palabras, las bacterias se vuelven
hidrofilicas y nonecesitan la presencia del complemen-~
to para una adecuada fagocitosis tras el tratamiento

proteolitico con pepsina.

Sin embargo, en nuestros resultados, se observa
que al desprender los grupos hidrofdbicos, no se impide
la fijacidén de la fraccidén C3 del complemento en la
envuelta celular de estafilococo. Este fendmeno ofrece
evidencia de que la dependencia de opsonizacidén via
complemento no estd relacionada con la hidrofobicidad
"per se'", lo que también queda indicado por el hecho de
que existen algunas cepas hidréfobas que para una
adecuada opsonizacidén no eran dependientes del comple-

mento.

Una explicacidén posible serfa, que tras el des~
prendimiento de los grupos hidrofdébicos, las moléculas
de C3 fijadas a 1la superficie serian opsdénicamente
inactivas (C3b convertido en C3d) o inaccesibles al
receptor C3 del leucocito polimorfonuclear. Alternati-
vamente, los grupos protéicos hidrofdbicos de las cepas
de ECN que para una adecuada opsonizacidédn dependen de
la fijacién de C3 podrian tener, como se sugirird
anteriormente, una funcidn similar a la proteina A de
S.aureus, uniendo la molécula de IgG por la fraccidn Fc
y transformando estas moleculas en opsénicamente inac-
tivas, por lo que necesitarian el concurso del comple-

mento para ser fagocitadas.
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Si tenemos en cuenta que, tras el tratamiento con
pepsina, la eficacia de las opsoninas termoestables
aumenta considerablemente y la fijacidén de C3 a la
pared celular no disminuye, la udltima podria ser la
teoria correcta si bien, serfan necesarios estudios
utilizando las proteinas hidrofdbicas aisladas de las
cepas de ECN que para una adecuada opscnizacidén depen-
den del complemento, para poder responder adecuadamente

a esta cuestidn.

Es importante resaltar que a pesar de que la
posesidén de grupos hidrofdbicos por parte de una cepa
de ECN se traduce en unos especiales requerimientos
opsdénicos, sin embargo no se observa relacidn entre el
cardcter mds o menos hidrofdbico de una cepa y el
porcentaje de fagocitosis cuando utilizamos bacterias
opsonizadas en suero humano, lo que quiere decir que la
actuacidén conjunta de los dos sistemas de opsoninas se
traduce en una adecuada fagocitosis por los leucocitos
polimorfonucleares para todas las cepas de ECN cuando
se encuentran suspendidas en un medio acuoso, indepen-

dientemente de su cardcter mas o mencs hidréfobo.

Contrariamente a nuestros hallazgos, Absolom y
cols (80) postulan que el cardcter hidréfobo de una
superficie bacteriana se traduce "in vitro'" en una
mejor fagocitosis en un medio acuoso debido exclusiva-
mente a leyes fisicas. Para estos autores sin embargo,

el cardcter hidréfobo 1implica '"in vivo'" una mayor



adsorcidén inespecifica de moleculas de IgG que son de
naturaleza hidrdéfoba también, facilitande por lo tanto
la fagocitosis. En nuestra opinidén no existe actualmen-
te duda alguna del cardcter especifico de la unién de
la fraccidn Fab de la molécula de IgG opsonizante a los
receptores correspondientes de la superficie bacteria-
na, y nunca podrian ser sustituido por un fendmeno

puramente adsortivo e inespecifico.

No son numerosos los trabajos encontrados en la
literatura que estudien los requerimientos opsdénicos de
ECN en suspensidn. Verhoef y <cols (66) utilizando

solamente 3 cepas de S.epidermidis confirman nuestros

hallazgos con respecto a la gran heterogeneidad entre
las distintas cepas de ECN en cuanto a requerimiento
opsdénicos se refiere, para una adecuada fagocitosis,
observando cepas dependientes del complemento y cepas
dependientes de la IgG. Sin embargo, Miller y Beck
(81), wutilizando metodologia diferente afirman que

S.epidermidis no necesita ser opsonizado para una

adecuada fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares.

La fagocitosis de ECN adherido a superficie plds-
tica, difiere marcadamente de la de S.aureus. La
opsonizacidén es un requisito indispensable para una
eficiente ingestidn de ECN, mientras que los porcenta-
jes de fagocitosis de las cepas de S.aureus sin

opsonizar son considerablemente mds elevados.

102
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Este dltimo hecho es corroborado por los trabajos
de Lee y cols. (38, 39) y Vandenbroucke y cols (40) que
observan una eficiente fagocitosis de S.aureus sin
'opsonizar cuando las bacterias estdn adheridas a plds-

tico ocristal.

La eficacia de la fagocitosis aumenta considera-
blemente en presencia de opsoninas, comportandose todas
las especies estafilococicas de manera semejante en

esta situacidn.

Profundizando mds en nuestros resultados, se ob-
serva, que para una eficiente fagocitosis en superfi-
cie, tanto de S.aureus como de ECN, sclamente es
necesaria la opsonizacidén por la IgG, mientras que el
complemento no es necesario como opsonina. En otras
palabras, no existen diferencias significativas en la
fagocitosis cuando las bacterias se opsonizan en suero
humano con o sin complemento. Este fendmeno no es sbélo
aplicable a las cepas de S.aureus, como dijimos ante-
riormente, sino también a las cepas de ECN que para una
fagocitosis eficiente en suspensidén requerian indispen-

sablemente la accidén de estas opsoninas termoldbiles.

Estos hallazgos, extienden las observaciones des-
critas anteriormente por Vandenbroucke y cols (40).

Estos autores descubren que el tratamiento de 1los
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polimorfonucleares con pronasa, sustancia que destruye
los receptores para la fraccidn C3b en los polimorfonu-
cleares y por 1lo tanto bloquea la unién de las
opsoninas termoldbiles, no inhibe la fagocitosis de
superficie de cepas de S.aureus opsonizadas, demostran-
do que la accidn del complemento no es indispensable en
esta situacidn a pesar de que en suspensidén, y debido a
la accidén de la proteina A, la Unica fuente opsédnica

funcionante para S.aureus es el complemento.

Observamos pues una marcada diferencia en los
requerimientos opsdénicos para la fagocitosis en suspen-
sidén y en superficie de un nuimero de cepas de estafilo-
coco, especialmente de aquellas para las que la fagoci-
tosis en suspensidén era dependiente del complemento.
Para estas cepas, la adherencia a la superficie pldsti-
ca hidrofdbica de poliestireno, tiene el mismo efecto
que el tratamiento con pepsina, es decir, incremento de
la eficacia de la 1gG como opsonina y pérdida de la

dependiencia del complemento para la opsonizacién.

Una posible explicacidédn, aunque entrando en el
campo de la hipdtesis, es que, si tenemos en cuenta que
la adherencia de ECN a superficies hidréfobas envuelven
uniones hidrofdbicas entre la bacteria y el sustrato,
bien podria ocurrir que la adherencia de estas cepas
requiera movimiento de los grupos hidrofobicos al drea
de la envuelta celular en contacto con el sustrato,

dejando el resto de la superficie celular relativamente
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libre de grupos hidrofdbicos como ocurria tras el

tratamiento c¢on pepsina.

Alternativamente, el complemento y una superficie
sélida, podrian proveer una fijacidn adicional de la
bacteria y de este modo promover la fagocitosis de
bacterias para las que la opsonizacidén con IgG séla,
era inefectiva en suspensidén debido al efecto antiopsd-
nico de componentes en la pared celular tales como la
proteina A de S.auregi, o los grupos hidrofdbicos de
ECN.

Ambos, complemento y sustrato sdélido actuarfan
como un adicional mecanismo de sujecidén permitiendo al
polimorfonuclear activar su mecanismo ''detonador" de la
ingestidén que es dependiente del receptor Fc de la IgG
(74), 1incluso cuando la densidad de estas fracciones

disponible fuera baja.

Existen opiniones contradictorias entre diferentes
autores sobre el papel de la glicoproteina fibronectina
en la fagocitosis de estafilococo. Fibronectina es una
glicoproteina a la que se atribuyen importantes funcio-
nes de adhesidén entre las celulas eucaridtas y que se
encuentra también en pequefias concentracicnes en plasma
humano. Un grupo de autores defienden el papel opsoni-
zante de fibronectina para S.aureus (82,83). Un segundo

grupo le atribuyen un papel de cofactor en la opsoniza-
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cidn (84). Sin embargo, la teoria mds extendida vy
encabezada por Verhoef y cols. es la ausencia de papel

alguno en la fagocitosis de S.aureus (85, 86).

Nuestros resultados no muestran efecto alguno de
la fibronectina en la fagocitosis de ECN. El problema
de la gran controversia entre los diferentes autores
puede radicar en los distintos métodos empleados para
el aislamiento y purificacién de fibronectina que
permiten obtener segin los casos, un compuesto mias o
menos contaminado por otros componentes del suero tales

como albumina, etc...

En nuestra serie, no observamos una relacidn
significativa entre la hidrofobicidad bacteriana y el
porcentaje de fagocitosis en superficie en las cepas de
ECN. Resultados diferentes observa Van Oss y cols (75)
que encuentran que las bacterias son fagocitadas cuando
su hidrofobicidad es mayor que la del leucocito poli-
morfonuclear y postula, aunque no lo demuestra, que la

opsonizacidén aumenta la hidrofobicidad de superficie.

En nuestra opinidn, el problema es metodolégico,
pues Van Oss y «cols. (75) miden la hidrofobicidad
bacteriana determinando el dngulo de contacto de bacte-
rias suspendidas en solucidn salina a superficies
hidrofilicas. Teniendo en cuenta que las bacterias

hidréfobas se adhieren muy pobremente a estas superfi-
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cies, es diffcil realmente correlacionar los dngulos de
contacto con la naturaleza hidrofdébica de tales bacte-

rias.

Tampoco observamos una menor fagocitosis de
aquellas cepas capaces de producir sustancia mucoide
cuando las bacterias se encuentran adheridas a una

superficie pldstica.

Completamos nuestro trabajo con un estudio cuanti-
tativo de la adherencia de ECN a catéteres pldasticos
intentando poner de manifiesto el papel que juega la

hidrofobicidad de superficie.

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes
técnicas de cuantificacidn de la adherencia a catéteres
(87,88), sin embargo, el método de bacterias marcadas
utilizado por nosotros parece el mds digno de confianza

por la alta reproducibilidad y sencillez técnica.

Los resultados obtenidos con los catéteres de
tefldén, material sintético de caracteristicas hidrofé-
bicas wutilizado frecuentemente en la fabricacidn de
catéteres, muestran que la adherencia de ECN alcanza
valores elevados en pocos minutos, con una clara
dependencia del tiempo de incubacidén. El hecho de

utilizar en nuestra técnica bacterias suspendidas en
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tampén fosfato sin ninguna clase de nutrientes nos
empieza a apuntar a una interaccidén mediada por meca-

nismos inespecificos de adherencia.

Efectivamente, nuestros resultados muestran la
importancia de las uniones hidrofdébicas en la adheren-
cia de ECN a catéteres de tefldn. Hogt y cols (56)
llegan a las mismas afirmaciones utilizando diversos

biomateriales y metodologia diferente.

E1l papel de la sustancia mucoide "in vivo" en la
adherencia de ECN a catéteres ha sido postulada por
diferentes autores (41, 42, 43, 44). En nuestros
resultados '"in vitro" no se observa relacidén alguna
entre la capacidad de producir sustancia mucoide y la
adherencia a catéteres. Estos hallazgos confirman la
teoria de que en la interaccidén bacteria-cateter actua-
rian en primer lugar unos mecanismos inespecificos de
adherencia del tipo de la hidrofobicidad que provocan
la yuxtaposicidén de las dos superficies y permiten en
un segundo lugar, la actuacidédn de mecanismos especifi-
cos que organizan definitivamente esa adherencia.
Ashkenazi y cols (44) defienden esta teoria al observar
que la adherencia "in vitro" a catéteres no se modifica

al utilizar bacterias muertas.

En el caso de ECN, en un medio adecuado y rico en
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casaminodcidos y glucosa entre otros, tras el primer
contacto mediado por mecanismos inespecificos, las
cepas que posean esta capacidad producirian sustancia
mucoide que ademds de acentuar la fijacidén bacteriana,
impedirfa una adecuada opsonizacién y por lo tanto la
actuacidén de los fagocitos circulantes. Peters y cols
(26), exponen incluso la posibilidad de que las bacte-
rias adheridas pudieran tomar nutrientes de algunos de
los componentes orgdnicos del propio cateter, o incluso
de las bacterias muertas, cuando se encuentran en

condiciones adversas.

Los catéteres de poliuretano son un tipo de
cdnulas fabricadas con un material de caracter{isticas
hidréfobas y que se encuentran todavia en fase de
experimentacidén. Sus ventajas radican en una serie de
caracteristicas fisicas, y que a diferencia del teflén,
no se produce una disminucidn de la luz del catéter en
las acodaduras, con las ventajas hidrodindmicas que
ello conlleva. Sin embargo, en nuestros resultados de
adherencia de ECN; 1los primeros realizados con este
material, se observa un importante incremento en la
adherencia sobre la obtenida con catéteres de teflodn,
especialmente en los primeros 90 min. 1llegando en
ocasiones a ser 4-5 veces superior, aunque a partir de
este tiempo, el porcentaje de adherencia es prdctica-

mente igual en ambos tipos de catéteres.

Serd necesario evidentemente la realizacidn de
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nuevos estudios antes de confirmar las ventajas o
desventajas del poliuretano sobre los materiales cldsi-

camente utilizados en la fabricacidn de catéteres.

Sugarman (89) observa una adherencia hasta 100
veces mayor en dacrdén que en tefldédn por parte de
algunas enterobacterias. Ashkenazi y cols. (44) demues-
tra una mejor adherencia de S.aureus a catéteres de
teflén.que a agujas de acero y siliconizadas. Solamente
Franson y cols (90) estudian la adherencia "in vitro"
de ECN a catéteres pldsticos y observan que estos
microorganismos adhieren mejor a catéteres de cloruro

de polivinilo que a catéters de tefldn.

Estos resultados sugieren la importancia de la
composicidén del material utilizado para la fabricaciédn
de catéteres en la adherencia bacteriana a los mismos,
como previamente habfan descrito Sheth y cols (88). En
este sentido, aunque todavia existe wuna importante
influencia metodolégica, las dificultades se van supe-
rando, y este tipo de estudios de adherencia se deben
sumar a la gran gama de pruebas hidrodindmicas y
fisicas en general a la que son sometidas los biomate-

riales en experimentacidn.

Finalmente, los resultados de la modulacidn de la

adherencia obtenidos, estdn muy relacionados con la



111

modulacidén de la hidrofobicidad, de tal manera, que
aquellos componentes que volvian hidrofilica la super-
ficie bacteriana disminuyen muy significativamente la
adherencia a superficies pldsticas hidrofébicas como
son el tefldén y el poliuretano, hecho que corrobora la
importancia de las uniones hidrofdébicas en la interac-
cidén bacteria-cateter. Tal es el caso del suero y el
plasma humano, accidén que puede ser debida a la
albimina fundamentalmente. Vaudaux y cols (91) observan
un efecto similar del suero y plasma en la adherencia

de S.aureus a superficies de polimetacrilato.

Los resultados obtenidos con el tratamiento bacte-
riano con pepsina, también confirman la importancia de
las uniones hidrofdbicas desde el momento en que al
desprenderse los grupos hidrofdbicos por el tratamiento
proteolitico la adherencia disminuye a valores minimos,
siendo este efecto mids espectacular en catéteres de

poliuretano.

De la misma manera que existian posturas contra-
dictorias en cuanto al papel de la fibronectina en la
opsonizacidén y fagocitosis de estafilococo, no existe
unanimidad en cuanto a su papel en la adherencia de
bacterias a superficies pldsticas. Vaudaux y cols (91,
92) observan una adsorcidén de fibronectina mediada por
uniones hidrofdbicas a la superficie de polimetacrilato

que promueve la adherencia de S.aureus.
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En nuestro estudio se observa una ligera disminu-
cién de la adherencia de ECN cuando los catéteres de
teflén se preincuban en fibronectina. Una posible
explicacidén, aparte del diferente material pldstico
utilizado, seria que la solucién de fibronectina estu-
viera '"contaminada' por otras proteinas séricas de
naturaleza hidrofdbica que compitieran en la adsorcién
a la superficie pldstica. La disminucién de la adsor-
cién de fibronectina a polimetacrilato mediada por la
presencia de diferentes proteinas séricas ha sido

descrita por varios autores (93, 94, 95).

Otra posible explicacidn seria los cambios signi-
ficativos que sufre la fibronectina en cuanto a su
conformacidén y actividad bioldégica cuando se utiliza a
bajas concentraciones en soluciones tampdn (94, 95), lo

que se traduciria en una disminucidén de la adherencia.

De cualquier manera, se necesitan mayor numero de
estudios sobre la modulacidén de la adherencia a catéte-
res para encontrar aplicaciones prdcticas. La utiliza-
cién de niveles bajos de heparina para prevenir la
formacién del manguito de fibrina que se produce
alrededor del catéter una vez introducide, ha reducido
la incidencia de sepsis relacionada al uso de los
mismos segun algunos autores (96). Nosotros hemos
demostrado que la unidn de la bacteria al cateter estd
mediada por wuniones hidrofdbicas y que el viraje a
hidrofilica de la superficie del catéter se traduce en

una disminucidédn de la adherencia, lo cual, sopesando
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los problemas hidrodindmicos que pudiera conllevar,
deja una puerta abierta para su aplicacién en la
fabricacidn de catéteres que eviten de alguna manera la

adherencia inespecifica de bacterias.

En resumen, se observan marcadas diferencias en
los requerimientos opsénicos para una eficiente fagoci-
tosis de suspensidén entre diferentes cepas de ECN
aisladas de muestras clinicas, siendo las cepas depen-
dientes del complemento significativamente mds hidréfo-

bas.

La opsonizacidén, en contraste con S.aureus, es un
requisito indispensable para la fagocitosis ‘de ECN
adherido a superficie pldstica, si bien la actuacién de
las opsoninas termoldbiles no es estrictamente necesa-

ria en estas condiciones.

Estos hallazgos pueden explicar la especial inci-
dencia de infecciones por ECN en huéspedes con escasa
concentracidén de opsoninas como son los recien nacidos
prematuros o en pacientes que portan material protésico
en areas donde la concentracidn de opsoninas es baja

tal como ocurre en liquido cefalorraquideo.

La adherencia de ECN a catéteres de tefldén y
poliuretano estd mediada por uni‘ones hidrofdbicas y es
creciente en el tiempo. La transformacidén de la super-
ficie del <cateter de hidrofdbica a hidrofilica, se
traduce en una disminucidén significativa de la adheren-

cia bacteriana.
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S.epidermidis es la especie mds frecuentemente ais-

lada en infecciones producidas por ECN. En nuestra
serie constituye el 76.3 % de 38 cepas aisladas de
hemocultivos de recién nacidos prematuros con septi-

cemia.

La mayoria de nuestras cepas poseen la capacidad de
producir "in vitro" una sustancia extracelular de
naturaleza mucoide. Del total, un 60.5 % de las
cepas son altas productoras y un 18.4 % escasas

productoras.

Se observa una gran heterogeneidad en los valores.de
hidrofobicidad de superficie para las cepas de ECN

en estudio. El rango oscila de 15 % a 100 %.

No se observa relacidén estadisticamente significati-
va entre la hidrofobicidad de superficie, capacidad

de producir sustancia mucoide y especies de ECN.

La mayor o menor hidrofobicidad de superficie, asi
como la capacidad de producir sustancia mucoide por
parte de una cepa de ECN no produce alteraciones

significativas en el metabolismo del leucocito poli-



morfonuclear durante el proceso de la fagocitosis,

estudiado por la emisidén de quimioluminiscencia.

La incubacidn de las diferentes cepas de ECN en
suero humano convierte las bacterias en totalmente
hidrofilicas con independencia de sus valores ini-
ciales de hidrofobicidad. Este efecto es debido

fundamentalmente a la accidén de la albumina.

El tratamiento proteolitico con pepsina de cepas de
ECN transforma las bacterias en totalmente hidrofi-
licas por desprendimiento de los grupos hidrofdbi-
cos, lo que manifiesta el cardcter protéico de los
mismos. Este fendmeno no se produce con el trata-

miento con tripsina.

0

Se observa una gran heterogeneidad en los requeri-
mientos opsdénicos de ECN para una adecuada fagocito-
sis en suspensidn por leucocitos polimorfonucleares.
Un 42 % de las cepas en estudio requieren la
actuacidén del complemento para la opsonizacidén mien-
tras que el restante 58 % son adecuadamente opsoni-

zadas en ausencia del mismo.

Las cepas de ECN que necesitan la accidén de las
opsoninas termoldbiles para una adecuada fagocitosis

en suspensidn son significativamente mds hidrdéfobas
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que el resto de las cepas.

Obtenemos evidencia de que los grupos hidrofdbicos
de ECN pueden actuar de manera similar a la
proteina A de S.aureus fijando la IgG por su
fracciédn Fc y haciéndola opsdénicamente inactiva.
Serian necesarios estudios utilizando grupos hidro-

fébicos aislados para confirmar esta aseveracidn.

A diferencia de las cepas de S.aureus, la opsoniza-
cidn es un fendmeno absolutamente indispensable
para la fagocitosis de ECN adherido a superficie

pldstica.

No existen diferencias significativas en los por-
centajes de fagocitosis de S.aureus y ECN adheridos
a superficie pldstica una vez opsonizados en suero
humano. Tampoco se observan diferencias cuando se

utiliza como fuente opsdénica suero descomplementa-
do.

La fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares de
ECN adherido a pldstico no requiere la accidén del
complemento como opsonina, incluso en las cepas que
muestran dependencia del complemento para una ade-
cuada fagocitosis en suspensidn. Este fendmeno se

hace extensible a las cepas de S.aureus.
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En nmuestros estudios de fagocitosis '"in vitro", la
glicoproteina fibronectina no posee capacidad opso-

nizante para las cepas de ECN.

No observamos diferencias significativas en los
porcentajes de fagocitosis entre cepas productoras
y no productoras de sustancia mucoide, ni entre
cepas hidrdéfobas e hidréfilas, tanto en fagocitosis

en suspensidén como en superficie.

La adherencia "in vitro" de ECN a catéteres pldsti-
cos aumenta en el tiempo y estd mediada por uniones

hidrofdébicas.

La adherencia de ECN a catéteres de poliuretano
"in vitro" es significativamente mds rdpida que la
adherencia a catéteres de tefldn, especialmente en

los primeros 90 minutos de incubacidn.

No observamos relacidn entre la capacidad de produ-
cir sustancia mucoide por ECN y la adherencia a

catéteres pldsticos "in vitro'.

La conversidn en hidrofilica de una de las superfi-
cies, bien la bacteriana o la del catéter, por
diferentes tratamientos, se manifiesta en una dis-

minucidn significativa de la adherencia de ECN.
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La preincubacidn de los catéteres en solucidn de
fibronectina no se traduce en un incremento de la

adherencia de ECN "in vitro".

El desprendimiento de los grupos hidrofdbicos de
ECN por accidn proteolitica provoca una disminucidn
significativa de la adherencia a catéteres pldsti-
cos, fendmeno mds pronunciado en los catéteres de
poliuretano.
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