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INTRODUCCION




Desde el primer aislamiento en el laboratorio de
P.aeruginosa procedente de una herida quirdrgica en

1882 (1), las infecciones nosocomiales producidas por
este microorganismo se han incrementado, emergiendo en
Ja actualidad como un importante patdogeno oportunista a

nivel hospitalario.

La introduccidén de antibidticos de amplio espectro
en la terapéutica, as{ como el aumento del numero de
pacientes especialmente susceptibles a las infecciones
por P.aeruginosa como neutropénicos, enfermos con

procesos malignos, fibrosis quistica, grandes quemados
y heridas traumaticas, constituyen factores importantes
en la prevalencia de estas infecciones. Ademas
P.aeruginosa posee una singular ecologia. En primer

Jugar tiene minimos requerimientos nutricionales,
siendo capaz de sobrevivir en una amplia variedad de
condiciones fisicas, no necesita factores de

crecimiento, puede wutilizar como dnica fuente de



carbono el diéxido de carbono y tolera altas
concentraciones de sales; aunque no sobrevive a la
desecacién, puede multiplicarse en .ambientes himedos,
creciendo en un rango de temperatura de 20-422 C., En
segundo término P.aeruginosa tiene una amplia

resistencia a desinfectantes y antimicrobianos,
determinada por la adaptacidén evolutiva a su habitat
natural donde wuna gran variedad de microorganismos
producen sustancias bactericidas. En Ultimo lugar la
produccion de sustancias como las bacteriocinas
favorecen su implantacidén al competir con bacterias
comensales de la misma o distinta especie (2).

Por todo ello, P.aeruginosa se constituye como el

primer patdgeno responsable de las neumonias
nosocomiales (3), el segundo en infecciones de heridas
que .inciden en grandes quemados e infecciones del
tracto urinario hospitalarias (4) y el tercer patdgeno
en frecuencia aislado en bacteriemias por microorganis-
mos Gram negativos (5), las cuales se encuentran

asociadas con la mayor mortalidad (2).

En los Ultimos afios se han acumulado una serie de
evidencias sugiriendo que la fase inicial en la
patogénesis de las enfermedades infecciosas es 1la
colonizacidn de las células susceptibles de ser
infectadas. Para ello es necesario que se produzca la
adherencia de los microorganismos a células de las
superficies mucosas (6).

La adherencia bacteriana a células epiteliales
supone una ventaja para la supervivencia del patdgeno
frente a los mecanismos de defensa del huésped, por un
lJado mediante esta unién se impide su eliminacidn por
las secreciones mucosas o por la orina, siendo en
algunos casos un requisito imprescindible para la
eficaz liberacidén de toxinas. Pero también ofrece des-



ventajas para la bacteria, as{ su unidn a Jleucocitos
polimorfonucleares las hace mas susceptible a la
fagocitosis (7,8).

E)l fendémeno de la adherencia se establece en dos
fases: inicialmente mediante unos mecanismos
inespecificos, bacteria y célula huésped interaccionan
entre si, adhesidn, produciéndose posteriormente un
mecanismo especifico que constituye el fendmeno méds
importante, la adherencia.

La adhesidén de las bacterias a las células huésped
es directamente proporcional al) grado de colisidén de
Jos microorganismos con las células producido por el
azar y a su vez, este choque es proporcional a la
concentracion existente de cada tipo de células (9).

A continuacién entran en juego Jlos mecanismos
inespecificos de adherencia que van a tener como fina-
lidad la formacién de miltiples uniones entre bacteria
y célula huésped. Las células de los mamiferos se
encuentran cargadas con un potencial de superficie de
caracter negativo, debido principalmente a la
ionizacién de los residuos de dcido sidlico del
glicocalix y adicionalmente juegan un papel importante
cadenas Jlaterales de aminodcidos basicos y A4cidos,
glicolipidos y aminofosfolipidos. Estos grupos de carga
atraen iones de signo opuesto del medio que les rodea,
creando en conjunto una carga elétrica doble, que a
fines practicos es parte de la superficie celular.

Por su parte las bacterias se encuentran también
cargadas negativamente. En esta situacidén la teoria
coloidal. de DERJAGUIN y LANDAU (10) y VERWEY y OVERBEEK
(11), ha hecho posible que sepamos en parte como se
produce la adherencia entre células de igual carga, de
forma tedérica. Por un lado existen una serie de fuerzas



débiles inespecificas de largo al.cance como
gravitacidn, quimiotaxis, atraccidn London-van Der
Waals que consiguen atraer el microorganismo a Jla
superficie celular y por otro Jlado fuerzas de corto
alcance como repulsién London-van Der Waals y otros
impedimentos, Jlos repelen. Estas fuerzas de atraccidn-~
repulsién se equilibran, situando las bacterias en un
espacio llamado minimo secundario, que se encuentra ain
espacialmente lejos de Jla superficie celular. La
concentracidén de particulas en este lugar se denomina
adsorcidén, adquiriendo un caracter reversible. Si los
microorganismos vencen Jlas fuerzas de repulsidn, se
consigue la unidén mediante unas fuerzas de atraccién
fuertes pero de corto alcance, como uniones covalentes,
de hidrégeno, idnicas e hidrofdébicas. Estas crean una
situacidn irreversible, constituyendo el minimo

primario.

La barrera de energia que separa ambos minimos
puede ser vencida de varias formas. Muchos
microorganismos excretan o sintetizan unos componentes
poliméricos extracelulares, como slime; esta sustancia
queda absorbida al sustrato vy con ella, el
microorganismo. También en un medio acuoso, como las
mucosas, Jla hidrofobicidad de superficie microbiana
promueve la asociacién a regiones Jlioffilicas de 1las
membranas encariotas, evitando de esta manera Jla fase
acuosa. La finalidad de la interaccidon hidrdfobica es
la reduccion de la energia libre de) sistema, ya que el
estado de las partfculas separadas rodeadas de agua
requiere mayor gasto energético que cuando se
encuentran unidas (12).

La expresién de la hidrofobicidad de superficie
por Jlos microorganismos se encuentra influenciada por
lJa etapa de crecimiento, respuesta al ambiente,
influencias genéticas y por la alteracidén de las



estructuras adhesivas. Diversos autores han demostrado
que la carga negativa y la hidrofobicidad de superficie
promueven la unién de distintos .microérganismos a
células de mamiferos (13) y se ha sugerido que la
hidrofobicidad prepara el terreno a futuras uniones, al
situar las dos superficies en un espacio reducido,
estabilizando su yuxtaposicién hasta que las interac-
ciones especificas entre moléculas complementarias ten-

ga lugar.

Los mecanismos especificos producen el anclaje
permanente de las bacterias a la superficie celular,
para Jlo cual se requiere la formacién de multiples
uniones entre dos estructuras complementarias: adhesina
y receptor. Las adhesinas son estructuras adhesivas que
se encuentran en la superficie de los microorganismos,
mientras que los receptores son estructuras complemen-

tarias de la superficie de la célula huésped.

En general las adhesinas se asocian con fimbrias
de superficie y pilis en bacterias Gram negativas vy
fibrillas de superficie en las Gram positivas. Los
receptores celulares generalmente estan constituidos
por compuestos de hidratos de carbono, glucolipidos o
glucoproteinas, aunque también se ha descrito un

receptor protéico, la fibronectina (14).

Ambas estructuras deben ser accesibles y su
disposicidn espacial sera la iddnea para que tenga
lugar la formacién de miltiples uniones en las
proximidades del area de contacto. De esta manera las
interacciones formadas bajo condiciones fisioldgicas
comienzan a ser virtualmente irreversibles, ya que
aunque cada unién es por si misma muy débil, la
probabilidad de que todas ellas se rompan al mismo

tiempo es muy pequefia (9).

La adherencia y las estructuras implicadas en



ella, han sido objeto de numerosos estudios en

Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Neisseria
gonorrhoeae, ...

Las adhesinas de P.aeruginosa 1implicadas en el
fenomeno de adherencia a células epiteliales de

mamiferos, son diferentes segin estudiemos cepas

mucosas O cepas noO mucosas.

Las cepas mucoides han sido estudiadas extensamen-
te debido a la produccién de bronconeumonias en
pacientes con fibrosis quistica. En la fase inicial de
esta enfermedad se produce una colonizacidén oral con

cepas de P.aeruginosa no mucoides, que actuan como

reservorio para Jla infeccidén pulmonar descendente;
siendo en la evolucidén cuando se producen cambios
fenotipicos que desencadenan la prevalencia de cepas
mucoides, a su vez asociadas con infecciones de mayor
gravedad (15). Este predominio de las variantes mucosas
se encuentra en relacidén con su resistencia a 1la
fagocitosis debido a la produccidén de capsula (16) y su
crecimiento en el foco de infeccidn formando
microcolonias. Otros factores implicados son la
resistencia al surfactante pulmonar (17) y a los anti-
microbianos (18). Y por Ultimo se encuentra en relacién
directa con su capacidad de unién al epitelio ciliado

respiratorio (19).

Se ha demostrado que la adherencia de estas cepas
estd mediada por un exopolisacdrido mucoide, el cual
actua como adhesina para las células epiteliales de la
boca (20), células traqueales (21), y mucina traqueo-
bronquial (22). Esta estructura es un polimero similar
al. alginato, compuesto por acido D-manurdnico y su
epimero acido 5'L-gulurdénico, el cual se encuentra
disperso dentro del polimero, produciendo secciones
homogéneas y heterogéneas en la estructura primaria. El



dcido D-manurdénico posee residuos O acetilados, pero el
grado de acetilacién asi como el porcentaje de
composicién y el rango molar del &cido D-manurénico y
dcido L-gulurdnico difiere segin la cepa estudiada.
Este compuesto aislado de distintas cepas es
heterogéneo inmunoldégicamente y facilmente se
identifican distintos epitopos (23). Sin embargo en
otros estudios realizados in vitro, los anticuerpos
creados frente a este exopolisacdrido son capaces de
bloquear la adherencia tanto de cepas homdlogas como

heterdlogas (21).

En las cepas no mucoides de P.aeruginosa, la adhe-

rencia se encuentra mediada por pilis, que actuan como
mediador de la unidén a células de la boca (24) y
células traqueales (25,26). Los pilis son estructuras
retridctiles de naturaleza protéica y polar, que
contienen dominios altamente hidrofdbicos e intervienen
en la adherencia a células epiteliales y eucariotas, ya
sea por la interaccidn con receptores especificos o por
la generacidon de una fuerza de atraccidén netamente
hidrofdébica (27). También esta estructura realiza Jla
adherencia a Ja mucina tragqueobronquial (22); esta
unioén se realiza de forma rapida, alcanzando la
saturacién a los treinta minutos y existiendo una mayor

afinidad de P.aeruginosa, cuando se compara con E.coli

y Klebsiella pneumoniae (28). Esto explicaria 1la

propensién de esta bacteria a colonizar secreciones
traqueobronquiales retenidas que no podr{an eliminar
los microorganismos, favoreciéndose de esta manera su
multiplicacidén y posterior infeccidn.

Se ha comprobado que la adherencia de P.aeruginosa

se realiza por su unidén a los cilios de las células
traqueales, siendo el eje mayor de la bacteria paralelo
al de los cilios; por el contrario la unién es minima

al cuerpo o a células no ciliadas (29).



La adherencia a células de la boca queda inhibida
de manera dosis dependiente al introducir'en el sistema
pilis, ya sean homdlogos o heterdlogos; sin embargo
debido a la heterogeneidad de los pilis, los
anticuerpos formados frente a éste, solo producen la
inhibicién de la unidn de la cepa homdloga (25).

Los receptores tanto de las células del aparato
respiratorio como de la mucina traqueobronquial para

P.aeruginosa parecen estar constituidos por un hidrato

de carbono, el dcido N-acetil-neuraminico (29, 30, 31).
Este compuesto ha sido el Unico capaz de inhibir
competitivamente Jla adherencia de este microorganismo
(32, 33, 34), aunque existen evidencias de la
existencia de diferencias sutiles entre receptores de
las cepas mucoides y no mucoides, ya que la presencia
de pilis en el sistema no inhibe la unidén de cepas
mucosas, ni la presencia de exopolisacdrido es capaz de

inhibir la adherencia de cepas no mucoides (22).

No es de extrafiar la naturaleza quimica de este
receptor ya que el dcido N-acetil-neuraminico es
compartido como receptor por otros patogenos
respiratorios como Micoplasma pneumoniae (35) y virus
Influenza (36).

La prevencién de la adherencia bacteriana a célu-
las epiteliales ha sido objeto de estudio para diversos
autores. Se han descrito tres vias para Jlograr este
objetivo. En primer lugar, administrar andlogos de
adhesinas y receptores que actuando por inhibicidn
competitiva, interfirieran en la colonizacidn; sin
embargo tiene el inconveniente de que también producen
un bloqueo de la unidén a las células fagociticas. En
segundo lugar, el empleo de vacunas o inmunizacién
pasiva frente a las adhesinas bacterianas; para ello es
un requisito indispensable, conseguir el perfecto



aislamiento y purificacién de la adhesina. En el caso
de cepas mucoides de P.aeruginosa seria eficaz una
vacuna que estimulara Ja formacién de anticuerpos

frente al) exomucopolisacarido, ya que se ha demostrado
que éstos inhiben "in vitro" la adherencia de las cepas
homélogas y heterdlogas (21,37). Por el contrario en
las cepas no mucoides, la vacuna no seria valida porque
los anticuerpos formados contra el pili solo son
capaces de evitar la unién de cepas homdélogas, debido a

la heterogeneidad del mismo (25).

Finalmente se ha estudiado el tratamiento con an-
timicrobianos de los microorganismos y células
receptoras. Habitualmente el efecto de los antimicro-
bianos se ha definido en términos de capacidad de inhi-
bicién del crecimiento (concentracidén minima inhibito-
ria: CMI) o bactericida (concentracién minima bacteri-
cida: CMB). Sin embargo existen en la actualidad evi-
dencias de que niveles inferiores a la CMI tienen
efectos miltiples sobre los microorganismos como dismi-
nucién de su virulencia (38) o mayor susceptibilidad a
ser eliminado por las defensas del huésped
(39,40,41,42). E)l efecto de las concentraciones subin-
hibitorias sobre la adherencia bacteriana ha sido estu-
diada especialmente en E.coli (43,u44,45,46,47,48,49, -
50,51) y Streptococcus spp (52,53). Ante los resultados
obtenidos se ha postulado que Jlos antimicrobianos

producen un efecto antiadhesivo por cuatro mecanismos:

1. Alteracién morfoldgica de las bacterias con
lo cual queda modificado su capacidad de
aproximacién a receptores situados en la
superficie celular (54).

2. Promocidén de la pérdida de adhesinas de la

superficie bacteriana (55).
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3 Induccidén de la formacidén de adhesinas fun-
cionalmente deficientes (56).

b, Supresién de la sintesis y secrecidén de adhe-
sinas situadas en la superficie bacteriana
(57).

Por otra parte algunos autores han obtenido una
inhibicidn de la adherencia microbiana al preincubar
los microorganismos con concentraciones subinhibitorias
de distintos antimicrobianos, encontrando una correla-
cién con alteraciones de la hidrofobicidad de superfi-
cie bacteriana (58,59,60).

La mayoria de trabajos han sido realizados median-
te técnicas "in vitro", aunque existen evidencias de
que concentraciones inferiores a Jlos niveles de CMI o
CMB, en algunos casos pueden ser efectivas en la
profilaxis o) tratamiento de las infecciones
(61,62,63,64).

Ante todos estos datos nos planteamos la hipdtesis
de trabajo: "Efectos de las concentraciones de antimi-
crobianos sobre la adherencia bacteriana". Para la rea-
lizacién del) mismo, se ha estudiado diversos aspectos
de la adherencia in vitro de cepas no mucoides de

P.aeruginosa a células epiteliales:

1. Determinacidén de Ja produccién de sustancia
mucoide, factor implicado como promotor de la
adsorcién en las primeras fases de la ad-
herencia.

2. Determinacion de la hidrofobicidad de super-
ficie de las cepas, factor implicado en el

fendmeno de adhesidn.

3. Estudio de la influencia de seis antimicro-
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bianos en la hidrofobicidad de superficie
bacteriana, investigando ademas si el tiempo
de tratamiento constituye un factor importan-

te en la expresidén de esta propiedad.

Estudio de la adherencia de P.aeruginosa a

células epiteliales de una linea celular
continua, mediante wun método de lectura
visual, investigando la posible correlacidn
entre adherencia y su modificacién por la
preincubacidén bacteriana con concentraciones
subinhibitorias de seis antimicrobianos. Ade-
mas intentar establecer si existen diferen-
cias en la adherencia de bacterias tratadas
con antimicrobianos durante dos tiempos
diferentes de incubacidn.

Estudio de la adherencia de P.aeruginosa a

células de una linea celular continua, me-
diante un método de lectura radiométrico, in-
vestigando si la preincubacién bacteriana con
concentraciones subinhibitorias de seis anti-
microbianos, produce modificaciones en la
adherencia de los microorganismos.

Ademds comprobar si el pretratamiento de las
células epiteliales con antimicrobianos
produce algin tipo de modificacién, que se
traduzca en alteraciones de Jla adherencia
bacteriana. Y finalmente, estudiar si la pre-
sencia de concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos durante el tiempo de unidén de

P.aeruginosa y células epiteliales, altera la

adherencia.

12



MATERIAL



CEPAS BACTERIANAS.

Se utilizaron 5 cepas de Pseudomonas aeruginosa,

de un total de 34, procedentes de pacientes del
Hospital Clinico de Sevilla, incluyendo una cepa patrédn
de sensibilidad conocida: P.aeruginosa ATCC 27853, para

determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Para su posterior utilizacidén se conservaron con-
geladas en leche descremada (Molico) al 10 % en agua
destilada, a -2092C. En su recuperacién se empled agar
tripticasa de soja.

CELULAS EPITELIALES.

Para todos los experimentos, se empleé una linea
celular establecida, procedente de carcinoma
epidermoide de nasofaringe humano (Kb), cedida por el

Centro Nacional de Virolog{a, Majadahonda.
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MEDIOS DE CULTIVO.

Agar Mueller Hinton (Difco)

Infusidn de carne .....ceeeeeeeeesees 300 gr.
Hidrolizado acido de caseina ....... 17.5 gr.
ALMEIABON +eevvvsnnnnnsnsesssasansasenss 1.5 gr.
Agar ittt tertsneessesssnsaenesess 17 gr,
Agua destilada ...ccecveenssnscesssss 1000 cec.

Caldo tripticasa de soja (Difco)
Digerido pancreatico de caseina ..... 17 gr.
Digerido papainico de semilla de soja. 3 gr.
GlUCOSA +tveiieerrncennessssssncasssas 2.5 P,
Fosfato dipotdSico ..eeevecrveceseass 2.5 gr.

Cloruro S6diCo vevvveeeeennceceeneeaas 5 gr.
Agua destilada ....vceessevecscsscss 1000 cec.

Agar tripticasa de soja (Difco)

Se aflade a los componentes del caldo tripticasa de

soja:
Agar ittt ittt ti s ienessessensessaass 15 gr,

MEDIO DE MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR.

- Medio esencial minimo Eagle con solucidn
equilibrada de sales Earle sin Jl-glutamina
(MEM) (Whittaker M.A. Bioproducts. USA.).

- Suero bovino fetal (Whittaker M.A. Biopro-
ducts. USA.).

- L-glutamina (Whittaker M.A. Bioproducts.
USA.). '

£
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- Solucidn tampon HEPES (Whittaker M.A.
Bioproducts. USA.).

- Solucidén penicilina-estreptomicina: penicili-
na G potasica 5000 U/ml. y sulfato de estrep-
tomicina 5000 ugr/ml). (Whittaker M.A. Biopro-
ducts. USA.).

Para el mantenimiento de la Jlinea celular, cada
100 m).. de MEM se suplementa con:

- Suero bovino fetal .....cccectececnee. 5 ml.
- lJ-glutamina ...eeveecncessssecnssssesss 1 ml,
- Tampon HEPES ..veeeervesccsscnsssssenss 1 ml,
- Penicilina-estreptomicina ...veveeeee.s 2 ml,

-SOLUCION TAMPON.

Tampdn fosfato salino (PBS) pH = T7.2.

- PORHOK tivvevnneneenessncannssssesss 144 mg,
- Cl NEB tveveeeeseseennsnennsnsesasss 8500 mg.
- POUH NAQ2 tiieirervsncncssescssnsssss 195 mg.
- Agua destilada ...iveceeeseeesenes. 1000 ml.

REACTIVOS-COMPUESTOS QUIMICOS.

Material radioactivo y liquido de centelleo.

- 2-H3 adenina, de actividad especifica 24 Ci/mmol.
(Amersham, UK).

- Cumene (Aqua Luma Plus, Lumac /3M. Netherlands).
Liquido de centelleo especial para soluciones

acuosas que lleva incluido el solvente organico.



Tripsina-verseno: Solucién equilibrada de sales

sin calcio ni magnesio, con 200 mg. de Verseno y 500
mg. de tripsina "I/250" (Whittaker. M.A. Bioproducts.
USA. ) *

p-xileno (Merck).

Dodecil sulfato sddico (Sigma).

Colorantes:

- Azul de metileno en solucidén segun Loffler al
20 % (Merck).
- Solucidn de safranina al 0.1 % (Merck).

ANTIMICROBIANOS.

En todos los casos se utilizdé polvo valorado, que
fué pesado en una balanza de precisidén de acuerdo a su
actividad especifica.

Se emplearon solventes especificos para disolver
el polvo seco y asi obtener soluciones madres que fue-

ron almacenadas a -702C, en alicuotas.

Posteriormente se wusaron diluyentes apropiados,
para preparar las soluciones de trabajo (Tabla 1).
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TABLA 1.

Antibidtico

Amicacina (AMC)

Imipenema (IME)

Ceftazidima (CZ)

Ciprofloxacina (CP)

Ofloxacina (OF)

Norfloxacina (NF)

Casa suministradora

Bristol

MS&D

Glaxo

Bayer

Hoestch

MS&D

Solvente

Agua destilada

Agua destilada

CO3Nap en agua

Agua destilada

NaOH 0.1 N

NaOH 0.01 N

Diluyente

Agua

Agua

Agua

Agua

Agua

Agua

destilada
destilada
destilada
destiladg
destilada

destilada

g1
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IDENTIFICACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS.

Para la identificacidén de las cepas bacterianas,
se utilizaron métodos estandard de identificacidén bio-

quimica (65), que incluyeron las siguientes pruebas:

- oxidasa

- hidrélisis de la gelatina

- arginina dihidrolasa

- OFF basal-glucosa

- crecimiento sobre el medio Salmonella-Shige-
lla

- utilizacién del citrato

- hidrdlisis de la urea

- reduccion de nitratos




- indol

- produccidén de SH»

- crecimiento a 429C

- hidrdélisis de la esculina
- lisina decarboxilasa

- fenilalanina deaminasa

- DNA-asa

- ONPG

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

(CMI1).

Se determind la concentracidén minima inhibitoria
(CMI) por el método de dilucién en agar Mueller Hinton
(66) a 37 cepas de Pseudomonas aeruginosa incluyendo

una cepa patrdn de sensibilidad conocida: P.aeruginosa

ATCC 27853.

Se preparan las placas de agar Mueller Hinton con-
teniendo concentraciones en base 2 de los distintos an-
timicrobianos, con un rango para amicacina, ceftazidima
e imipenema de 0.25 - 64 mg/) y para las tres quinolo-
nas de 0.003 - 8 mg/1l.

Las placas se inoculan con 0.001 ml. (aproximada-
mente 105 bacterias) mediante el replicador de Steers
(67), comenzando por las placas que contienen la menor
concentracidn de antimicrobiano. Como control del ade-~
cuado crecimiento de las cepas se emplean placas con
medio de cultivo sin antimicrobiano al comienzo y final
de cada serie de antimicrobiano. Ademds una porcidén de
la suspensién bacteriana se pipetea en una placa de
agar Mueller Hinton, extendiéndose en forma de aisla-

miento, para observar su pureza.
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Todas las placas se incuban a 352C durante 18 ho-

ras.

La concentracidén m{nima inhibitoria se define como
lJa menor concentracidén de antimicrobiano que inhibe el
crecimiento de un cultivo de 18 horas a 352 C, en el
que hemos inoculado un numero aproximado de 105 bacte-
rias/ml. y se expresa en mg/l.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE SUSTANCIA MUCOIDE.

Para la determinacién de la produccién de sustan-
cia mucoide por las cepas de P.aeruginosa, se utilizd

Ja técnica descrita para estafilococos coagulasa
negativos por CHRISTENSEN y cols. (68) y posteriormente
empleada con cepas de P.aeruginosa por MILLER y cols.
(69).

Se inocula 2-3 colonias de la cepa a estudiar, por
duplicado, en tubos de vidrio conteniendo 10 ml. de
caldo tripticasa de soja. Se incuban durante 24 y U48

horas en reposo a 352 C. en estufa.

Posteriormente se aspira con pipeta el contenido
de los tubos y se llenan con agua (10 ml.). Este proce-

50 se repite tres veces.

Se dejan secar los tubos a temperatura ambiente y
a continuacién se fijan con calor y se tifien con safra-
nina al 0.5 % (p/v) en agua destilada. Tras un minuto

aproximadamente, se vacian de nuevo.
La produccidn de sustancia mucoide se expresa como
positiva o negativa, por la observacidn visual del gra-

do de tincidén de la pared del tubo.

Cada determinacidn se realizd tres veces en dias
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diferentes y para establecer comparaciones se incluyé

como patrén una cepa de Staphylococcus epidermidis pro-
ductora de sustancia mucoide.

DETERMINACION DE LA HIDROFOBICIDAD DE SUPERFICIE BACTE-
RIANA.

La hidrofobicidad de superficie bacteriana fue me-
dida por la técnica de ROSENBERG y cols. (70), que con-
siste en cuantificar la afinidad de una suspensidn bac-

teriana en un sistema bifasico agua-xileno.

Se inoculan 2-3 colonias de la cepa a estudiar en
2 tubos con caldo tripticasa de soja y se incuban a
352C durante 4 y 18 horas respectivamente. Se lavan las
bacterias tres veces en tampdén fosfato salino pH = 7.2
y se resuspenden en 3 ml. del mismo tampén a una
densidad éptica de 0.6 en un espectofotométro
Spectronic 50I {(Bausch & Lomb. USA) a una longitud de
onda de 520 mandmetros, que corresponde aproximadamente
a 109 UFC/ml.., comprobado por recuento de colonias.

Se afiade 0.25 ml. de p-xileno (Merck) a los tubos
conteniendo las suspensiones bacterianas y se agitan
durante 60 segundos (Agitador Heidolph Reax 2000). Se
deja sedimentar a temperatura ambiente durante 20
minutos, para que se produzca la separacién de fases,
midiéndose la absorbancia de la fase acuosa de PBS a
520 nm.

Las suspensiones bacterianas iniciales y previa-
mente a la adicién de xileno se utilizan para medir la

absorbancia inicial.

Los datos se elaboran mediante la siguiente fdérmu-

la:
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Porcentaje de hidrofobicidad.

_ 1_ absorbancia despuds de la separacién de fases x 100

absorbancia inicial

Para evaluar la influencia de las concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos sobre la hidrofobi-
cidad de superficie bacteriana, la cepa a estudiar se
inocula, por duplicado, en tubos con caldo tripticasa
de soja adicionados con antimicrobianos a concentracio-
nes equivalentes a 1/4, 1/8 y 1/16 de su CMI, junto con
un control sin antibidtico. De la misma forma descrita
anteriormente, una bateria de tubos se incuba durante U4
horas y otra durante 18 horas a 352 C.

A continuacidn se realiza el mismo procedimiento

descrito anteriormente.

Todos los experimentos se realizaron como minimo 2

veces en dias diferentes.

ADHERENCIA A CELULAS EPITELIALES:

I. METODO VISUAL.

Se utilizdé la técnica descrita por SAVOIA y cols.
(71).

Células epiteliales.

Se empled una linea celular continua proce-
dente de carcinoma epidermoide de nasofaringe humano
(Kb) .
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Se preparan cultivos celulares en frascos
Costar (Greiner Labortechnic. Germany). Una vez conse-
guido un cultivo formando una monocapa celular, se
retira el medio de mantenimiento y se aflade un ml. de
solucidén tripsina-verseno, previamente calentada en
bafio a 352 C. Se inunda toda la superficie efectuando
movimientos de lavado y se elimina. Se repite el mismo
procedimiento dejando actuar esta sustancia aproximada-
mente un minuto. Se incuba el frasco a 352 C. hasta que
lJas células se desprenden. Posteriormente utilizando
una pipeta, las células se resuspenden en 8 ml. de
medio esencial minimo (MEM), realizdndose unos 15-20
movimientos de aspiracidn-expulsidén sobre las paredes
del frasco, con el objeto de dispersar los agregados
celulares. Se afiade un volumen de MEM hasta completar
30 ml. y se realiza el recuento celular, utilizando una
camara hemocitométrica (Fuchs-Rosenthal. Superior.

Germany).

Utilizando MEM, se ajusta la suspensidén celu-
lar a una concentracidén de 105 células/ml. y se suple-
menta por cada 100 ml. con:

- suero bOVinO fetal » 5 6605 09 0080200000 000 5 m]..
- ].—g]utamina ® ® 0 6 08 5 3 8080 000 st b0 e 1 ml .
- tampén HEPES @ ¢ 2 0 0 0 0 0 000 0002000800090 00 1 m]- »

A continuacién en tubos conteniendo en su
fondo cubreobjetos circulares de vidrio de 12 mm., de
didametro, se subcultiva 1 ml. de células Kb, incubando-
se durante 18 horas en estufa a 352 C., con lo cual se

obtiene un cultivo auin no confluente.

Previamente a la inoculacidén bacteriana, se
realizan 2 lavados con tampdn fosfato salino pH = 7.2

de la superficie celular.
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Bacterias.

Se 1inoculan 2-3 colonias, .por dhplicado, en
tubos con 5 ml. de caldo tripticasa de soja a los que
se adiciona, tras crecimiento a 352 C. durante 2 horas,
cada antimicrobiano a una concentracién correspondiente
a 1/4, 1/8 y 1/16 de la CMI de cada cepa, como control
se deja un tubo sin antimicrobiano. Se incuban en estu-
fa a 352 C. durante 4 horas. Se realiza el mismo
procedimiento con una bateria de tubos que se mantienen

18 horas en incubacidn.

Se efectuan tres lavados de las bacterias con
tampon fosfato salino pH = 7.2 y se resuspenden en el
mismo tampdn, ajustandose a una densidad optica de 0.08
en un espectofotométro Spectronic 501 (Bausch & Lomb.
USA) a una longitud de onda de 520 nm, que corresponde
aproximadamente a 5 x 10T UFC/ml., comprobado por
recuento de colonias.

Técnica de adherencia.

En Jos viales conteniendo en su fondo las
células epiteliales, se inocula 1 ml. de bacterias
previamente tratadas con concentraciones subinhibito-
rias de antimicrobianos, asi como el control sin
tratamiento antibidtico. También se incluyen 2 viales
que solo se inoculan con 1 m). de tampdn fosfato salino
pH = 7.2, como control de la integridad de las células
epiteliales durante todo el proceso.

Los viales se incuban a 352 C. en agitacién
(120 rpm) durante 60 minutos. E) proceso de adherencia
bacteriana se interrumpe colocando los viales a 42 C. y
realizando 3 lavados con tampén fosfato salino pH = 7.2
frio, para eliminar las bacterias que no se han unido a
la superficie celular.
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Para realizar el recuento de bacterias adhe-
ridas, se efectua una fijacién con alcohol metilico
durante 10 minutos y posteriormente una tincién con una
solucidén de azul de metileno al 20 %.

’ Se extraen los cubreobjetos de los viales y
se procede a su montaje en portas, para leerlos
mediante microscopia 6ptica con objetivo de inmersidn
(Microscopio éptico Nikon SE. Japan).

Los resultados se evaluaron como la media del
nimero de bacterias adheridas por célula epitelial,
para lo cual fueron contadas 40 células por
experimento. Posteriormente para su mejor comparacidn
en las tablas de resultados, se expresa el porcentaje
de inhibicidén de la adherencia de bacterias con
tratamiento antibidtico con respecto al control sin
tratamiento antimierobiano.

Los ensayos se realizaron como minimo 2 veces
en dias diferentes, y por duplicado.

IT. METODO RADIOMETRICO.

Se utilizd la técnica descrita por VOSBECK y cols.
(45).

Células epiteliales.

Se realiza el mismo procedimiento que en el
método visual, asi se subcultiva 1 m). de una concen-
tracidon de células Kb de 3 x 105 células/ml. en placas
Costar (cada pocillo: 2 cm2, Greiner Labortechnic.
Germany) de 24 pocillos, para asi obtener un cultivo
confluente a las 20 horas.
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Para evaluar Jla posible influencia de 1la
preincubacidén de las células epiteliales con concentra-
ciones subinhibitorias de antimioroabianoé, paralela-
mente se inoculan otros pocillos con la misma concen-
tracidn de células Kb y se adiciona el antimicrobiano a
estudiar a 1/4 CMI.

La incubacidén de la placa se realiza en jarra
Gas Pak System (BBL) con un sobre (Gas generating Kit,
Oxoid) que proporciona una atmésfera con un 5-10 % CO»o.
Se incuba en estufa a 352 C. durante 20 horas.

Inmediatamente antes de su uso en Jla técnica
de adherencia, la monocapa celular se lava 2 veces con

tampén fosfato salino pH = 7.2.
Bacterias

Se inoculan 2-3 colonias, por duplicado, en
tubos con 5 ml. de caldo tripticasa de soja, a los que
se adiciona tras crecimiento a 352 C. durante 2 horas,
cada antimicrobiano a una concentracidén correspondiente
a 1/4 de la CMI de cada cepa, Jjunto con un tubo sin
tratamiento antibidtico. EJ marcaje radioactivo de las
bacterias se realiza afiadiendo 10 ul de 2-H3-adenina
(de actividad especifica 24 Ci/mmol) (U42).

Se incuba en estufa a 352 C. con agitacidn

durante 18 horas.

Se efectuan tres lavados de las bacterias con
tampén fosfato salino pH = 7.2 y se resuspenden en el
mismo tampdén, ajustandose a una densidad 6ptica de 0.08
en un espectofotémetro Spectronic 501 (Bausch & Lomb.
USA) a una longitud de onda de 520 nm, que corresponde
aproximadamente a 5 x 107 UFC/ml), comprobado por

recuento de colonias.
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Técnica de adherencia.

Para evaluar la influencia de las concentra-
ciones subinhibitorias de antimicrobianos en tres
situaciones distintas, realizamos en paralelo con la
misma cepa bacteriana y el mismo antimicrobiano los

siguientes experimentos:

Prueba 1. Para investigar si se produce una
modificacidn en Jlos receptores de superficie de las
células epiteliales, mediadas por concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos, se inocula un ml.
de la suspensidn bacteriana sin tratamiento antimicro-
biano en el pocillo que contiene la monocapa celular
previamente expuesta durante 18 horas a 1/4 CMI del

antibidtico a estudiar.

Prueba 2. Para investigar el papel de con-
centraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre
lJa formacidén del pili de P.aeruginosa, se inocula en el

pocillo conteniendo la monocapa celular un ml. de la
suspensién bacteriana que habia estado en contacto con
el antimicrobiano (1/4 CMI).

Prueba 3. Para investigar el papel de con-
centraciones subinhibitorias de antimicrobianos durante
el proceso de adherencia, se inocula en el pocillo
conteniendo la monocapa celular un ml. de la suspensidn
bacteriana sin previo tratamiento antibiético,
adicionando ademds el antimicrobiano a estudiar en una
concentracidn de 1/4 CMI.

Controles.
Se dejan 2 pocillos que sirven como contro-

les, uno con un ml de la suspensién bacteriana sin
ningin tipo de tratamiento antimicrobiano y otro que
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contiene uUnicamente un ml de tampdn fosfato salino pH =
7.2. E)l primero establece el punto de comparacidén para
todos los ensayos en los que se ha introducido un
tratamiento antimicrobiano y el segundo permite
visualizar la integridad de la monocapa celular durante
la técnica, que debera mantenerse como un cultivo
confluente y sin altéraciones morfoldgicamente visi-

bles.

La placa Costar se incuba a 352 C. en

agitacién (120 rpm) durante 60 minutos.

Terminado el tiempo de contacto entre
bacterias y células epiteliales, la placa se mantiene a
4o C. y se lava cada pocillo tres veces con tampén
fosfato salino pH = 7.2 frio, para eliminar las bacte-
rias no adheridas. Las monocapas se visualizan para
comprobar si se han producido efectos citotdxicos

debido a la adicién de las bacterias.

A continuacidn se afiade un ml de dodecilsul-
to sdédico al 0.5 % (p/v) para solubilizar la muestra y
se incuba a 352 C. en agitacion (120 rpm) durante una

hora.

Posteriormente de cada pocillo se toman
alicuotas de 200 ul, y se transfieren a viales, que se
adicionan con 3 ml. de liquido de centelleo Cumene
(Aqua Luma Plus, Lumac/3 M. Netherlands). Por otro lado
para determinar la cantidad de radioactividad total, de
lJas suspensiones bacterianas iniciales ya sean con o
sin tratamiento antimicrobiano y previamente a su
inoculacién en los pocillos, se toman alicuotas de 100
ul. y se afiade 3 ml. de liquido de centelleo.

La lectura de los viales se realiza en un

contador de radiaciones beta (LKB Wallac 1210
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Ultrobeta. Sween).

Ademds de las suspensiones bacterianas
iniciales se realiza un recuento de colonias en agar
tripticasa de soja.

Todos los experimentos se realizaron como
minimo 2 veces en dias diferentes.

Los resultados se expresan como el porcentaje
de adherencia de las Dbacterias, realizandose la
evaluacion de 2 formas:

1. Porcentaje de radioactividad bacteriana
asociada a la superficie celular (adherencia),
utilizando la siguiente formula:

Porcentaje de numero de cpm/pocillo
= x 100
adherencia numero de cpm total

2. Ndmero de bacterias adheridas a la

superficie celular, mediante la siguiente fdérmula:

Nimero numero de cpm/pocillo
de bacterias = x nim.UFC/ml..
adheridas numero de cpm/ml.

Para su mejor comparacién en las tablas de
resultados, se expresa como el porcentaje de inhibicién

de la adherencia de bacterias con tratamiento antimi-



crobiano .con respecto al control sin tratamiento
antibiético.

Tratamiento estadistico

La significacién estadistica se realizé
mediante:

- t-Student, considerando estadisticamente sig-
ficativos valores cuya p < 0.05. En pequefias

muestras.

- Test de diferencias de medias basado en la
distribucién normal, considerando estadisticamente
significativo valores de p ¢ 0.05 (72).



RESULTADOS




CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

De las 34 cepas no mucoides de P.aeruginosa

utilizadas para Jla determinacidén de la CMI, se
emplearon 5 para realizar el estudio.

Estas cepas procedian de pacientes del Hospital
Universitario de Sevilla, habiéndose aislado en dos
pacientes con infeccidn urinaria y las tres restantes
en hemocultivos de pacientes con septicemia.

La concentracidn minima inhibitoria de los seis
antimicrobianos para las 5 cepas de P.aeruginosa se

muestran en la Tabla 2.

ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE SUSTANCIA MUCOIDE.

Realizada mediante la técnica de tincidén con
safranina de las paredes del tubo, ninguna de las cepas
estudiadas mostrd produccidn de sustancia mucoide.
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ESTUDIO DE LA HIDROFOBICIDAD DE SUPERFICIE.

El estudio de la hidrofobicidad de superficie
bacteriana se realizé utilizando un sistema bifdsico
agua-xileno. Los resultados se expresan como el
porcentaje de hidrofobicidad de superficie bacteriana,
es decir que 100 % corresponderia a la cepa mas
hidréfoba y 0 %4 a la cepa mas hidréfila.

Los valores obtenidos oscilaron en nuestra serie
desde un 60 % correspondiente a la cepa mas hidréfoba
(cepa 1) hasta un 10 % correspondiente a la cepa mas
hidrdéfila (cepa U4), con diversos valores intermedios
para el resto de las cepas. Estos resultados se
obtuvieron cuando las bacterias se incubaron durante 18

horas, segin describe la técnica original.

Cuando comparamos el porcentaje de hidrofobicidad
de las bacterias trds 4 y 18 horas de incubacidn, no

observamos variaciones significativas.

Al estudiar la influencia de 1las concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos sobre la hidrofobi-
cidad de superficie de P.aeruginosa, al realizar el

pretratamiento de las bacterias con los antimicrobianos
a una concentracién de 1/4, 1/8 y 1/16 de la CMI
durante U4 horas, en ningin caso Jlos porcentajes de
hidrofobicidad de Jlas cepas se modificd de manera
significativa, con respecto al porcentaje de hidrofobi=-
cidad del control no sometido al tratamiento antibidti-
co. Resultados similares obtuvimos con las bacterias
preincubadas con los distintos antimicrobianos durante

18 horas.

Los resultados obtenidos con cada cepa bacteriana
y con cada antimicrobiano, se muestra en las Tablas 3,
ua 5’ 6y7y8' |
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ADHERENCIA DE P.AERUGINOSA A CELULAS EPITELIALES. METO-
DO VISUAL. '

Se estudié la adherencia in vitro de 5 cepas de
P.aeruginosa no mucoides a células epiteliales de una

linea celular continua, ©procedente de carcinoma
epidermoide de nasofaringe humano (Kb).

Realizamos el estudio para evaluar la influencia
de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos
(1/4, 1/8 y 1/16 CMI) en 1la preincubacidén de las
bacterias, previamente al periodo de contacto con las
células durante el proceso de adherencia. Ademas
intentamos descubrir si el tiempo de tratamiento (4 y
18 horas) de las bacterias con Jlos antimicrobianos,

influfa de manera significativa en la adherencia.

En esta técnica Jlos resultados se obtienen
contabilizando el ndmero de bacterias adheridas por
célula epitelial, para lo cual se contaron 40 células
por experimento. Para valorar mejor estos datos,
realizamos la media aritmética + error estandard de los
valores obtenidos en cada experimento con cada una de
las cepas y de los resultados globales de las 5 cepas;
con la observacidén de que las cifras reflejadas en las
tablas ademds constituyen como minimo la media de 2
experimentos, realizados por duplicado.

Para establecer comparaciones entre distintos
pardmetros, se expresa como el porcentaje de inhibicidn
de la adherencia de las bacterias sometidas al. contacto
con un determinado antimicrobiano con respecto al

control sin antibidtico.

Al exponer los resultados, nos referiremos a los
valores obtenidos al realizar el pretratamiento
bacteriano con 1/4 de la CMI para cada antimicrobiano y
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se mencionaran los datos globales de las 5 cepas
bacterianas empleadas.

No encontramos relacidén entre mayor porcentaje de
adherencia a células epiteliales y mayor porcentaje de
hidrofobicidad de superficie en las cepas estudiadas.

Al utilizar un aminoglucdésido como la amicacina en
la preincubacidén de las bacterias durante 4 horas, se
produjo una inhibicién de la adherencia del 52 %, asi
el numero de bacterias adheridas por célula epitelial
fué 37 + 0.6 en el control sin tratamiento antimicro-
biano, mientras que cuando las bacterias fueron
sometidas a un 1/4 de su CMI se redujo a 18 + 0.3.
Cuando la incubacidén se prolongd hasta 18 horas, los
valores obtenidos fueron 30 + 0.6 para el control y 15
+ 0.3 para las bacterias sometidas al tratamiento con
1/4 CMI. En ambos casos los valores fueron
estadisticamente significativos (p ¢ 0.001) (Tabla 9
Figura 1). Si comparamos los resultados obtenidos en la
reduccién de la adherencia cuando sometimos las
bacterias al tratamiento con amicacina durante 4 y 18
horas, no observamos variaciones significativas, siendo
lJos porcentajes de inhibicién de la adherencia
similares (52 y 50 % respectivamente) (Figura 7).

Al emplear una penema, imipenema a un 1/4 de su
CMI observamos una inhibicidén de la adherencia, siendo
en el caso del tratamiento durante 4 horas los valores
de 5 + 0.3 frente a 25 + 0.6 en el control sin
tratamiento antimicrobiano. Al prolongar el tratamiento
a 18 horas también se observd una inhibicién de la
adherencia, alcanzando valores de 22 + 0.6 frente a 37
+ 1 del control. En ambos casos Jla reduccién fué
estadisticamente significativa (p < 0.01) (Tabla 10,
Figura 2). Cuando comparamosllos valores de reduccidn
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de Ja adherencia al incubar las bacterias con imipenema
durante 4 y 18 horas, encontramos un efecto mds acusado
al emplear un periodo de tratamiento mds corto (4
horas), alcanzando valores del 81 %, mientras que al
prolongar la incubacién hasta 18 horas tan solo
obtuvimos una reduccidén del 40% (p < 0.001) (Figura 7).

Ceftazidima, una cefalosporina de tercera genera-

cidén especificamente activa frente a P.aeruginosa,

mostrd una buena actividad al reducir la adherencia de
lJas 5 cepas. Cuando preincubamos las bacterias con 1/4
CMI de CZ durante 4 horas, el numero de bacterias
adheridas por célula epitelial fué de 7 + 0.2, mientras
que en el control sin tratamiento fué de 25 + 0.5. Los
resultados obtenidos al prolongar el tratamiento
antimicrobiano hasta 18 horas fueron 5 + 0.2 frente a
25 + 0.5 para el control. Los valores obtenidos en
ambos tiempos con respecto al control,  fueron
estad{sticamente significativos (p < 0.001) (Tabla 11,
Figura 3). Con este antimicrobiano se detectd un
incremento en la inhibicién de la adherencia al
prolongar e). tiempo de tratamiento, cuando comparamos
las cifras obtenidas tras la incubacidén de P.aeruginosa
con CZ durante 4 y 18 horas (72 y 82 % respectivamen-
te), siendo esta diferencia estadisticamente significa-
tiva (p < 0.001), (Figura 7).

Ciprofloxacina a 1/4 CMI durante 4 horas produjo
una disminucién del nlmero de bacterias adheridas de 6
+ 0.2 frente a 32 + 0.5 del control. Cuando se prolongd
la incubacidén de las bacterias con CP durante 18 horas,
los valores obtenidos fueron 10 + 0.2 frente a 33 + 0.4
del. control sin tratamiento antimicrobiano. Ambas
cifras con respecto al control fueron estadisticamente
significativas (p ¢ 0.001) (Tabla 12, Figura U4). Al
realizar la comparacidn entre el porcentaje de
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inhibicién de la adherencia, al utilizar bacterias tras
4 y 18 horas de 1incubacién con el antimicrobiano,
observamos que durante el tiempo de tratamiento mas
corto (4 horas) la inhibicién de la adherencia fué
mayor (82 %) que cuando el periodo se prolongé a 18
horas (68 %). Esta diferencia fué estadisticamente

significativa (p ¢ 0.001) (Figura 7).

Cuando incubamos P.aeruginosa con 1/4 CMI de

ofloxacina durante 4 horas, el numero de bacterias por
célula epitelial fué 12 + 0.4 frente a 37 + 0.5 del
control sin tratamiento antibidtico. Al prolongar el
tratamiento con OF hasta 18 horas, los valores
obtenidos fueron 13 + 0.3 frente a 36 + 0.5 del
control. Ambos valores con respecto al control fueron
estadisticamente significativos (p ¢ 0.001) (Tabla 13,
Figura 5). Al comparar los porcentajes de inhibicién de
Ja adherencia cuando preincubamos las bacterias durante
4 y 18 horas, las cifras obtenidas fueron similares (68
y 64 %) (Figura 7).

La Ultima quinolona probada, norfloxacina, produjo
una reduccién de la adherencia similar a ofloxacina.
Cuando las bacterias se incubaron con 1/4 CMI de NF
durante 4 horas, el numero de bacterias adheridas por
célula epitelial fué 12 + 0.3 frente a 32 + 0.5 del
control sin tratamiento antimicrobiano. Al continuar la
incubacién hasta 18 horas Jlos valores se mantuvieron
similares (Tabla 14, Figura 6). En ambos casos la
reducciéon de la adherencia fué estadisticamente
significativa (p ¢ 0.001), siendo el porcentaje de
inhibicién de 1la adherencia del 63 % tanto si el
periodo de incubacidén fué de 4 o de 18 horas (Figura
7).

Analizando los resultados globalmente, todos los
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antimicrobianos produjeron una reduccién en el numero
de bacterias adheridas por célula epitelial, cuando
realizamos la comparacidén con las mismas bacterias sin

tratamiento antimicrobiano.

De las tres concentraciones subinhibitorias
empleadas, se aprecia un efecto mas marcado en la
inhibicidén de la adherencia con la concentracién més
elevada, es decir 1/4 CMI, siendo de menor cuantia con
1/8 y aun menor con 1/16 CMI. En cualquier caso estos
hallazgos que muestran una dosis dependencia, son esta-

disticamente significativos.

Con la excepcidén de amicacina, los antimicrobianos
ensayados en la técnica de adherencia en concentracio-
nes subinhibitorias, produjeron alteraciones morfolédgi-

cas de P.aeruginosa visibles al wmicroscopio éptico,

consistiendo en formas filamentosas para imipenema,
ceftazidima y las tres quinolonas. Estas formas
aberrantes fueron de mayor Jlongitud, al emplear 1los
antimicrobianos a 1/4 CMI, siendo células de apariencia
normal con 1/16 CMI. Ademas observamos que estas formas
bacterianas se adherian en muy pequefia proporcidén a las
células epiteliales, siendo por el contrario las
bacterias aparentemente normales Jlas que visualizamos

adheridas.

No encontramos ninguna disposicidn caracteristica
en el agrupamiento de P.aeruginosa en Jlas células

epiteliales, sin  embargo la gran mayoria de
microorganismos se adhirieron al borde Jlibre de 1la

célula epitelial, en menoscabo del cuerpo celular.
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ADHERENCIA DE P.AERUGINOSA A CELULAS EPITELIALES. METO-

DO RADIOMETRICO.

Se estudidé la adherencia in vitro de las 5 cepas
de P.aeruginosa a células epiteliales procedentes de

una linea continua, mediante un método de lectura
- ’ .
radiometrico.

Realizamos esta experiencia para evaluar la
influencia de concentraciones subinhibitorias (1/4 CMI)
de los seis antimicrobianos antes mencionados, en tres
situaciones relacionadas con el proceso de adherencia
bacteriana. En primer lugar establecer si la
preincubacidén con concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos de las células epiteliales durante 18
horas, se traducfia en alteracién de la adherencia
bacteriana. En segundo lugar evaluar si la accidn de
concentraciones subinhibitorias de estos antimicrobia-

nos durante 18 horas sobre P.aeruginosa producia

alteraciones que se reflejaran en una modificacidén de
su capacidad adhesiva. En ultimo lugar estudiar si en
el momento en que se produce la interaccidén entre
bacterias y células, la presencia de concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos producen algun tipo

de modificacidén en el proceso de adherencia.

1. Influencia que sobre la adherencia tiene

la preincubacidn de células epiteliales con concentra-

ciones subinhibitorias de antimicrobianos (1/4 CMI).

En nuestro estudio la preincubacién de célu-
las epiteliales con 1/4 CMI de amicacina, imipenema y
ceftazidima, prdcticamente no tuvo efecto alguno en la
adherencia de P.aeruginosa, constituyendo tan solo el

6% del valor obtenido en los controles. Sin embargo las
tres quinolonas utilizadas produjeron una inhibicidn de
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la adherencia del 27 %, siendo el numero de UFC/pocillo
0.8 x 107 + 0.1, mientras que en el control fué de 1.1
x 107 + 0.2. En ninglin caso los -valores obtenidos
fueron estad{sticamente significativos (Tabla 15 y 16).

2. 'Influencia que sobre la adherencia tiene

la preincubacién de P.aeruginosa con concentraciones

subinhibitorias de antimicrobianos (1/4 CMI).

Cuando comparamos Jos valores de inhibiciédn
de la adherencia de P.aeruginosa sometidas al pretrata-

miento con concentraciones subinhibitorias, con
respecto a los controles sin tratamiento antibidtico,
observamos valores cuantitativamente mayores cuando no
solo valoramos el numero de cuentas por minuto (cpm)
asociadas a la superficie celular, obtenida por 1la
lectura de los viales en el contador de centelleo, sino
que ademas mediante el recuento bacteriano en agar,
contabilizamos cuantas unidades formadoras de colonias
(UFC) corresponden a esas cuentas por minuto. En
principio se podria atribuir este fendmeno, al hecho de
que ciertos antimicrobianos utilizados producen
bacterias morfoldgicamente alteradas. Estas formas
filamentosas poseen un volumen celular aumentado con
respecto a una bacteria normal, y por lo tanto también
es mayor Ja radiocactividad emitida al adherirse a las
células. Cuando averiguamos cuantas unidades formadoras
de colonias corresponden a esa radiactividad
bacteriana, el valor obtenido es menor. Todo ello se
traduce en que Jos valores de inhibicién de 1la
adherencia sean mas acusados cuando evaluamos el numero
de UFC adheridas a las células. Sin embargo, obtuvimos
los mismos resultados cuando utilizamos amicacina, que
no produce formas visualmente andmalas.

En la exposicidén nos referiremos a los datos
obtenidos al. valorar el numero de unidades formadoras
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de colonias adheridas a la superficie celular.

Con la utilizacién de -~amicacina en la
preincubacién de las bacterias durante 18 horas, se
produjo una inhibicién de la adherencia de hasta el
62%; asi el nimero de UFC adheridas a la superficie
celular fué 1.8 x 107 + 0.3 en el control sin
tratamiento antimicrobiano, mientras que cuando las
bacterias fueron sometidas a 1/4 CMI se redujo a 0.7 x
107 + 0.1 (Tabla 17, Figura 8). Esta disminucidn
observada fué estadisticamente significativa (p ¢0.05).

Cuando el crecimiento de P.aeruginosa se hizo

en presencia de concentraciones subinhibitorias de
imipenema (1/4 CMI), obtuvimos valores de adherencia de
0.8 x 107 + 0.3 UFC adheridas a la superficie celular,
frente a 1.8 x 107 + 0.3 del control con las bacterias
sin tratamiento antibidtico (Tabla 18, Figura 9). Esta
reducciéon de la adherencia fué estadisticamente

significativa (p < 0.05) y constituyé el 56 %.

En el caso de la preincubacidén de las
bacterias durante 18 horas con ceftazidima en un 1/4 de
su CMI, obtuvimos un porcentaje de inhibicidn de 1la
adherencia del 91 %, mostrando valores de 0.17 x 107 +
0.5, frente a 1.8 x 107 + 0.3 UFC adheridas a la
superficie celular en el control sin tratamiento
antibidtico. (Tabla 19, Figura 10). Este valor fué
estadisticamente significativo (p < 0.05).

Cuando evaluamos los resultados obtenidos con
las tres quinolonas, se detectd porcentajes de
inhibicidén de la adherencia en todos los casos superior
al 70 %, con respecto al control sin tratamiento

previo.
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A). exponer P.aeruginosa durante 18 horas a la

presencia de ciprofloxacina, (1/4 de su CMI),
observamos un porcentaje de inhibicién de la adherencia
del 78 %. As{ el nUmero de UFC adheridas por pocillo
fué 1.8 x 107 + 0.6 en el control sin tratamiento anti-
bidtico, frente a 0.4 x 107 + 0.1 cuando se sometieron
las Dbacterias al pretratamiento con CP (Tabla 20,
Figura 11). Esta reduccidén en la capacidad adherente

fué estad{sticamente significativa (p < 0.05).

E)l pretratamiento de las bacterias durante 18
horas con concentraciones de ofloxacina (1/4 de su
CMI), se tradujo en valores de 0.08 x 107 + 0.02,
frente a 1.8 x 107 + 0.6 UFC adheridas a la superficie
celular en el control bacteriano sin tratamiento
antimicrobiano ( Tabla 21, Figura 12). Esto significé
una inhibicidn de la adherencia del 96 %, siendo
asimismo este valor estadisticamente significativo
(p < 0.05).

Por ultimo, cuando preincubamos P.aeruginosa

durante 18 horas con norfloxacina en 1/4 de su CMI, se
produjo una inhibicidén de la adherencia del 73 % (p =
0.10). Esto determind cifras de 0.5 x 107 + 0.1 en las
bacterias pretratadas frente a 1.8 x 107 + 0.6 UFC
adheridas a Jla superficie celular en el control sin
tratamiento antibidtico (Tabla 22, Figura 13).

En las Figuras 14 y 15, se muestran los
resultados obtenidos con cada antimicrobiano de forma

comparativa.

3. Influencia de la presencia de concentra-

ciones subinhibitorias de antimicrobianos (1/4 CMI)

sobre el proceso de adherencia.

Cuando realizamos el proceso de adherencia en
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presencia de concentraciones subinhibitorias de antimi-
crobianos, la inhibicidén de la adherencia de
P.aeruginosa a células epiteliales fué de 6 % para

ceftazidima, 12 % en el caso de imipenema y amicacina
(Tabla 23), y un 17 % para las tres fluorquinolonas
probadas (Tabla 24).
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CEPA

CEPA

CEPA

CEPA

CEPA

TABLA 2. Concentracidén minima inhibitoria de las 5 cepas de P.aeruginosa. CMI (mg/l).

AMICACINA

16

IMIPENEMA CEFTAZIDIMA CIPROFLOXACINA
4 2 0.25
2 2 0.25
2 2 0.125
2 2 0.25
2 2 0.25

OFLOXACINA

NORFLOXACINA

005

0.5

0.5

0.5

0.5

97



TABLA 3. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Influencia de la preincubacién .de P.aerugi-

nosa con sub-CMI de amicacina durante 4 y 18 horas.

CONTROL 1/4
CEPA 1 52 43
CEPA 2 12 11
CEPA 3 20 17
CEPA 1 10 9
CEPA 5 43 40
CEPA 1 60 50
CEPA 2 10 12
CEPA 3 17 18
CEPA U 18 16
CEPA 5 31 22

4y

54

10

15

17

27

13

19

41

} horas

52

11

18

18

29

18 horas
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TABLA 4. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Influencia de la preincubacién de P.aerugi-

nosa con sub-CMI de imipenema durante U y 18 horas.

CONTROL 1/4
CEPA 1 52 45
CEPA 2 12 13
CEPA 3 20 19
CEPA 1 10 10
CEPA 5 43 40
CEPA 1 60 51
CEPA 2 10 11
CEPA 3 17 15
CEPA 4 18 13
CEPA 5 31 28

43

te

20

41

53

10

15

12

26

12

20

40

4} horas

54

12

14

13

30

18 horas
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TABLA 5. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Influencia de la preincubacidén de P.aerugi-
nosa con sub-CMI de ceftazidima.

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI
CEPA 1 52 by 49 W7
CEPA 2 12 12 10 12
CEPA 3 20 18 17 19
CEPA 4 10 9 9 10
CEPA 5 43 42 41 y2
4 horas
CEPA 1 60 55 56 52
CEPA 2 10 11 10 10
CEPA 3 17 13 12 13
CEPA 4 18 16 16 15
CEPA 5 31 24 24 22

18 horas




TABLA 6. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Influencia de la preincubacién de P.aerugi-
nosa con sub-CMI de ciprofloxacina duran 4 y 18 horas.

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI
CEPA 1 52 54 50 50
CEPA 2 12 9 10 11
CEPA 3 20 18 18 19
CEPA 4 10 9 9 9
CEPA 5 43 35 40 42
4 horas
CEPA 1 60 55 54 56
CEPA 2 10 8 10 10
CEPA 3 17 13 15 17
CEPA U4 18 15 18 16
CEPA 5 31 33 32 30

18 horas



TABLA 7. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Influencia de la preincubacidn. de P.aerugi-
nosa con sub-CMI de ofloxacina durante 4 y 18 horas.

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI
CEPA 1 52 50 51 50
CEPA 2 12 12 10 10
CEPA 3 20 18 19 18
CEPA Yy 10 10 9 10
CEPA 5 43 yy 41 40
4 horas
CEPA 1 60 50 50 50
CEPA 2 10 11 10 10
CEPA 3 17 16 17 16
CEPA 4 18 19 18 18
CEPA 5 31 23 24 25

18 horas
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TABLA 8. Porcentaje de hidrofobicidad de superficie

bacteriana. Influencia de la preincubacién de P.aerugi-
nosa con sub-CMI de norfloxacina durante 4 y 18 horas.

CONTROL 1/4
CEPA 1 52 50
CEPA 2 12 11
CEPA 3 20 20
CEPA 4 10 9
CEPA 5 43 42
CEPA 1 60 47
CEPA 2 10 10
CEPA 3 17 16
CEPA U 18 14
CEPA 5 31 24

40

50

17

17

26

12

18

10

42

4 horas

50

10

16

17

27

18 horas
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TABLA 9. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.
Influencia de la preincubacién bacteriana con concentraciones

subinhibitorias de amicacina. (%) Porcentaje de inhibicidén de la adherencia,
datos referidos a los controles sin tratamiento. ¥: p < 0.05.

4 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 39 + 1.4 22 + 0.9 (4u9%) 27 + 1 (31%) 27 + 1 (31%)
CEPA 2 31 + 0.2 16 + 0.6 (48%) 18 + 0.6 (42%) 20 + 0.6 (36%)
CEPA 3 39 + 1.1 16 + 0.5 (59%) 19 + 0.7 (51%) 17 + 0.5 (57%)
CEPA 4 Ly + 1.8 20 + 0.7 (55%) 26 + 0.9 (41%) 32 + 1.2 (27%)
CEPA 5 33 + 0.8 18 + 0.5 (46%) 17 + 0.5 (49%) 21 + 0.6 (36%)
MEDIA + ES 37 + 0.6 *18 + 0.3 (52%) ¥ 21 + 0.4 (43%) ¥23 + 0.4 (38%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 36 + 1.5 20 + 0.9 (45%) 20 + 0.6 (45%) 20 + 0.8 (45%)
CEPA 2 28 + 0.8 12 + 0.4 (57%) 15 + 0.5 (46%) 16 + 0.6 (43%)
CEPA 3 36 + 0.4 4 + 0.6 (61%) 17 + 0.6 (53%) 21 + 0.6 (42%)
CEPA 4 17 + 0.8 10 + 0.5 (41%) 13 + 0.7 (24%) 15 + 0.7 (12%)
CEPA 5 35 + 1.1 18 + 0.8 (49%) 18 + 0.7 (49%) 25 + 0.8 (29%)

*
MEDIA + ES 30 + 0.6 15 + 0.3 (50%) 17 + 0.3 (44%) 19 + 0.3 (37%)
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TABLA 10. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.

Influencia de Jla preincunbacién bacteriana con sub-CMI de imipenema (%)
Porcentaje de inhibicién de la adherencia, datos referidos a los controles sin
tratamiento. ¥*p < 0.05.

4 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 32 + 1.2 5 + 0.4 (84%) 7 + 1.6 (78%) 23 + 0.9 (28%)
CEPA 2 16 + 0.8 0.2 + 0.06 (99%) 0.2 + 0.06 (99%) 4 + 0.3 (75%)
CEPA 3 18 + 0.8 1.4 + 0.2 (92%) 4 + 0.3 (78%) 11 + 0.7 (39%)
CEPA 4 30 + 1.1 15 + 0.7 (50%) 24  + 0.9 (20%) 27 + 1 (10%)
CEPA 5 29 + 0.8 5 + 0.3 (83%) 10 + 0.4 (66%) 16 + 0.5 (u8%)
MEDIA + ES 25 + 0.6 *5 + 0.3 (81%) *9 4+ 0.5 (64%) *16 + 0.5 (36%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI.

CEPA 1 66 + 2 39 + 1.8 (41%) 40 + 1.8 (40%) 48 + 1.1 (28%)
CEPA 2 21 + 0.8 12 + 0.6 (43%) 16 + 0.7 (24%) 20 + 0.8 ( 5%)
CEPA 3 22 + 1.1 16 + 0.4 (27%) 21 + 0.4 ( 5%) 21 + 0.8 ( 5%)
CEPA 4 4o + 1.7 28 + 0.9 (30%) 30 + 1.1 (25%) 30 + 1.1 (25%)
CEPA 5 36 + 0.9 16 + 0.5 (56%) 22 + 0.7 (39%) 25 + 0.7 (31%)
MEDIA + ES 37 + 1 ¥22 + 0.6 (40%) *26 + 0.6 (30%) ¥29 + 0.4 (22%)
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TABLA 11. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.

Influencia de la preincubacién bacteriana con sub-CMI de ceftazidima. (%)
Porcentaje de inhibicién de la adherencia, datos referidos a los controles sin
tratamiento. ¥p < 0.05.

4 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 36 + 1.1 2 + 0.2 (94%) 6 + 0.5 (94%) 13 + 0.8 (64%)
CEPA 2 16 + 0.7 5 + 0.4 (69%) 9 + 0.5 (44%) 12 + 0.5 (25%)
CEPA 3 20 + 0.7 1 + 0.2 (95%) 3 + 0.3 (85%) 8 + 0.5 (60%)
CEPA 4 22 + 0.8 9 + 0.4 (59%) 9 + 0.3 (64%) 10 + 0.4 (55%)
CEPA 5 30 + 0.5 16 + 0.4 (47%) 14 + 0.5 (54%) 20 + 0.6 (34%)
MEDIA + ES 25 + 0.5 ¥7 + 0.2 (72%) *8 + 0.2 (68%) *13 + 0.5 (48%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 34 + 1.2 7T + 0.4 (80%) 10 + 0.5 (71%) 24 + 0.9 (30%)
CEPA 2 17 + 0.6 2 + 0.6 (89%) 8 + 0.4 (53%) 8 + 0.5 (53%)
CEPA 3 20 + 0.6 2 + 0.2 (90%) 3 £+ 0.3 (85%) 8 + 0.5 (53%)
CEPA 4 29 + 0.9 3 + 0.2 (90%) 8 + 0.4 (73%) 20 + 0.8 (31%)
CEPA 5 28 + 0.8 11 + 0.3 (61%) 13 + 0.5 (54%) 19 + 0.7 (32%)
MEDIA + ES 25 + 0.5 *5 4+ 0.2 (82%) *8 + 0.3 (68%) *16 + 0.5 (36%)
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TABLA 12. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.

Influencia de la preincubacidén bacteriana con sub-CMI de ciprofloxacina. (%):
Porcentaje de inhibicidén de la adherencia, datos referidos a los controles sin
tratamiento. ¥p < 0.05.

4 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 4O + 1.4 9 + 0.5 (78%) 12 + 0.6 (70%) 15 + 0.7 (63%)
CEPA 2 32 + 1 2 + 0.2 (94%) 6 + 0.4 (81%) 11 + 0.6 (66%)
CEPA 3 28 + 1 2 + 0.2 (93%) 2 + 0.2 (93%) 8 + 0.4 (72%)
CEPA 4 29 + 1 8 + 0.4 (73%) 14 + 0.5 (52%) 18 + 0.6 (38%)
CEPA 5 30 + 0.8 8 + 0.3 (7u%) 17 + 0.5 (44%) 19 + 0.4 (37%)
MEDIA + ES 32 + 0.5 ¥ + 0.2 (82%) *10 + 0.3 (69%) 14 + 0.3 (56%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 32 + 1.1 12 + 0.6 (63%) 14 + 0.5 (56%) 22 + 0.8 (31%)
CEPA 2 32 + 0.8 10 + 0.4 (69%) 22 + 0.5 (31%) 22 + 0.5 (31%)
CEPA 3 33 + 0.6 10 + 0.4 (70% 20 + 1 (40%) 19 + 0.4 (43%)
CEPA 4 32 + 0.8 8 + 0.3 (75%) 14 + 0.5 (56%) 18 + 0.6 (4ug)
CEPA 5 34 + 0.8 12 + 0.4 (65%) 16 + 0.5 (53%) 20 + 0.6 (L41%)
MEDIA + ES 33 + 0.4 "0 + 0.2 (68%) *17 + 0.3 (49%) ¥20 + 0.3 (40%)

6S



INHIBICION

ADHERENCIA
(v%)

100
80
80
70
60
50
40 -
30+
20

10

/) 4 Horas

[:] 19 Horas

-

NN

——

NN

——

AT

Figura 4.

16 CMI!

~—

!

~—

4 !

e

8 !

e P.aeruginosa a células

[}

Adherencia
epiteliales. Método visual. Influencia de
la preincubacién bacteriana con concentra-
ciones subinhibitorias de ciprofloxacina.
Porcentaje de inhibicidén de la adherencia,
datos referidos a los controles sin

tratamiento (%).

60



TABLA 13. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.

Influencia de la preincubacién bacteriana con sub-CMI de ofloxacina. (%):
Porcentaje de inhibicién de la adherencia, datos referidos a los controles sin
tratamiento. ¥p < 0.05.

4 HORAS
CONTROL /4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 35 + 1.1 14 + 0.8 (60%) 18 + 0.8 (49%) 28 + 1 (40%)
CEPA 2 42 + 1 13 + 0.5 (69% 20 + 0.6 (53%) 26 + 0.6 (38%)
CEPA 3 43 + 1.1 13 + 0.4 (70%) 19 + 0.6 (56%) 22 + 0.6 (49%)
CEPA 4 29 + 1 14+ 0.9 (52%) 16 + 0.7 (45%) 14 + 0.6 (52%)
CEPA 5 37 + 0.6 7 + 0.4 (81%) 17 + 0.5 (63%) 25 + 0.5 (33%)
MEDIA + ES 37 + 0.5 *¥12 + 0.4 (68%) *18 + 0.3 (52%) *23 + 0.4 (38%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 31 + 0.9 12 + 0.4 (61%) 14 + 0.5 (55%) 23 + 0.6 (26%)
CEPA 2 38 + 1.1 22 + 0.6 (42%) 22 + 0.6 (42%) 28 + 0.7 (27%)
CEPA 3 45 + 1.1 12 + 0.4 (74%) 24 + 0.6 (47%) 28 + 0.9 (38%)
CEPA 4 27 + 0.8 9 + 0.3 (67%) 11 + 0.3 (41%) 15 + 0.4 (45%)
CEPA 5 38 + 0.9 10 + 0.4 (74%) 15 + 0.5 (61%) 21 + 0.9 (45%)
MEDIA + ES 36 + 0.5 *13 + 0.3 (64%) 1T + 0.3 (53%) ¥23 + 0.4 (36%)

19
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TABLA 14. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. Método visual.

Influencia de la preincubacién bacteriana con sub-CMI de norfloxacina. (%):
Porcentaje de inhibicién de la adherencia, datos referidos a los controles sin
tratamiento. ¥*p g 0.05.

4 HORAS
CONTROL 1/4 1/8 1/16 CMI

CEPA 1 28 + 1.1 13 + 0.7 (54%) 18 + 0.8 (36%) 25 + 1.5 (11%)
CEPA 2 3+ 1 16 + 0.6 (53%) 21 + 0.2 (38%) 26 + 0.8 (2u4%)
CEPA 3 41 + 1.6 11 + 1 (73%) 19 + 0.6 (54%) 25 + 0.6 (39%)
CEPA 4 24 + 1 8 + 0.5 (67%) 14 + 0.5 (42%) 17 + 0.7 (29%)
CEPA 5 31 + 0.6 10 + 0.4 (68%) 20 + 0.2 (36%) 22 + 0.5 (29%)
MEDIA + ES 32 + 0.5 *12 + 0.3 (63%) *18 + 0.3 (u449%) *23 + 0.3 (28%)
18 HORAS

CONTROL 1/4 1/8 1/16 CML.
CEPA 1 37 + 1.1 7T + 0.5 (81%) 16 + 0.5 (57%) 22 + 0.7 (M1%)
CEPA 2 29 + 0.8 18 + 0.8 (38%) 20 + 0.8 (31%) 21 + 0.7 (28%)
CEPA 3 34 + 1.3 14+ 2.5 (59%) 18 + 0.6 (47%) 26 + 0.9 (24%)
CEPA 4 30 + 0.8 11 + 0.5 (64%) 15 + 0.5 (50%) 22 + 0.7 (27%)
CEPA 5 31 + 0.6 10 + 0.4 (68%) 20 + 0.3 (36%) 22 + 0.5 (29%)
+ 0.5 *12 + 0.3 (63%) *18 + 0.3 (44%) 23 + 0.3 (28%)

MEDIA + ES 32

€9



INHIBICION

ADHERENCIA
(%)

100 ~

90 1

80

70

60

40

30 -

20

10

—t—

M.

NN

Figura 6.

7 8 1116 CMI

—

4 !

~—

Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método visual. Influencia de

la preincubacién bacteriana con concentra-
ciones subinhibitorias de norfloxacina.
Porcentaje de inhibicidén de la adherencia,
datos referidos a los controles sin

tratamiento (%).

64



INHIBICION

ADHERENCIA
(W)
100
90 -
80 @
70
a
L e
60 .
50 —e
404 a
30 ® AMICACINA
D IMIPENEMA
20 - O CEFTAZIDIMA
O CIPROFLOXACINA
10~ % OFLOXACINA
= NORFLOXACINA
T T
é 18 HORAS
a=estadisticamente significativo
Figura 7. Adherencia de P.aeruginosa a células

epiteliales. Comparacién entre 4 'y - 18
horas de pretratamiento antimicrobiano
(1/4 CMI). Porcentaje de inhibicidn de la
adherencia, datos referidos * a los
controles sin tratamiento (%). a =
estadisticamente significativo.



TABLA 15. Influencia de la preincubacion de células epiteliales con 1/4 CMI de

antimicrobianos,

lJa adherencia

P.aeruginosa.

Porcentaje de

inhibicidén de la adherencia, datos referidos al control sin tratamiento.

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul &= W N =

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ui & w NN =

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL

32

32
20
27
47
36

+

- NN N O -
.

« e .
~ O = W O

CONTROL

AMICACINA

31 (3%)

20 (0)

22 (19%)

47 (0)

36 (0)

31 + 4.9 (3%)

IMIPENEMA

29 (10%)

20 (0)

23 (15%)

47 (0)

36 (0)

31 + 4.9 (3%)

NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

AMICACINA

1.5 (6%)

0.9 (0)

1.8 (14%)

2.8 (0)

1.7 (0)

1. 7 + 0.3 (6%)

IMIPENEMA

1.4 (13%)

0.9 (0)

1.9 (10%)

2.8 (0)

1.7 (0)

1. 7 + 0.3 (6%)

CEFTAZIDIMA

29 (10%)

18 (10%)

24 (12%)

4y (7%)

32 (10%)

29 + 4.4 (10%)

CEFTAZIDIMA

1.4 (13%)

0.9 (0)

1.9 (10%)

2.6 (7%)

1.6 (6%)

1. 7 + 0.3 (6%)
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TABLA 16. Influencia de la preincubacidén de células epiteliales con 1/4 CMI de
antimicrobianos sobre la adherencia de P.aeruginosa. (2): Porcentaje de

inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin tratamiento.

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL CIPROFLOXACINA OFLOXACINA NORFLOXACINA
CEPA 1 35 27 (23%) 23 (34%) 25 (29%)
CEPA 2 17 14 (18%) 14 (18%) 14 (18%)
CEPA 3 18 16 (12%) 14 (23%) 15 (17%)
CEPA U4 49 47 (4%) 42 (14%) 47 (4%)
CEPA 5 20 16 (20%) 17 (15%) 16 (18%)
MEDIA + ES 28 + 6 24 + 6 (14%) 22 + 5 (22%) 23 + 6 (18%)
NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

CONTROL CIPROFLOXACINA OFLOXACINA NORFLOXACINA
CEPA 1 1.4 0.9 (36%) 0.9 (36%) 0.9 (36%)
CEPA 2 1.2 1.1 (8%) 1.1 (8%) 1.1 (6%)
CEPA 3 0.8 0.6 (25%) 0.5 (38%) 0.6 (25%)
CEPA 4 0.4 0.4 (0) 0.4 (0) 0.4 (0)
CEPA 5 1.5 1.2 (20%) 1.3 (14%) 1.2 (20%)
MEDIA + ES 1.1 + 0.2 0.8 + 0.1 (27%) 0.8 + 0.1 (27%) 0.8 + 0.1 (27%)
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TABLA 17. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.
Método radiométrico. Influencia 'de la preincubacidn

bacteriana con 1/4 CMI de amicacina. (%): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin
tratamiento. %*p < 0.05.

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL 1/4 CMI1
CEPA 1 32 + 0.07 21 + 0.7 (35%)
CEPA 2 20 + 0.5 12 + 2 (40%)
CEPA 3 27 + 0.3 16 + 6 (41%)
CEPA 4 47 + 8 30 + 8 (36%)
CEPA 5 40 + 2 20 + 6 (48%)
MEDIA + ES 33 £ 5 20 + 3 (40%)

NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

CONTROL 1/4 CMI
CEPA 1 1.6 + 0.3 0.8 + 0.01 (54%)
CEPA 2 0.9 + 0.02 0.4 + 0.14 (56%)
CEPA 3 2.1 + 0.01 0.8 + 0.12 (62%)
CEPA 4 2.8 + 0.4 1.1 + 0.17 (61%)
CEPA 5 1.7 + 0.8 O.4 + 0.2 (77%)
MEDIA + ES 1.8 + 0.3 *0.7 + 0.1 (62%)
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Figura 8.

Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método radiométrico. Influen-
cia de la preincubacién bacteriana con 1/4
CMI de amicacina. Porcentaje de inhibicidn

de la adherencia, datos referidos al

control. sin tratamiento (%).
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TABLA 18. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.
Método radiométrico. Influencia .de la preincubacidn
bacteriana con 1/4 CMI de imipenema. (%): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin

tratamiento. ¥p < 0.05.

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL 1/4 CcMI
CEPA 1 32 + 0.07 12 + 3 (63%)
CEPA 2 20 + 0.5 13 + 1 (35%)
CEPA 3 27 + 0.3 21 + 5 (23%)
CEPA 4 47 + 8 26 + 3 (45%)
CEPA 5 bo + 2 22 + 0.3 (39%)
MEDIA + ES 32 + 5 19 + 2 (41%)

NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

CONTROL 1/4 cMI
CEPA 1 1.6 + 0.3 0.7 + 0.1 (56%)
CEPA 2 0.9 + 0.02 0.4 + 0.02 (56%)
CEPA 3 2.1 + 0.01 0.5 + 0.3 (76%)
CEPA 4 2.8 + 0.4 1.9 + 0.2 (32%)
CEPA 5 1.7 + 0.8 0.7 + 0.8 (59%)
MEDIA + ES 1.8 + 0.3 *0.8 + 0.3 (56%)
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Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método radiométrico. Influen-
cia de la preincubacién bacteriana con 1/4

CMI de imipenema. Porcentaje de inhibicién
de la adherencia, datos referidos al

control sin tratamiento (%).
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TABLA 19. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.

Método

radiométrico.

Influencia

la

preincubacidn

bacteriana con 1/4 CMI de ceftazidima. (%): Porcentaje de
inhibicidén de la adherencia, datos referidos al control sin

tratamiento. *p < 0.05.

PORCENTAJE RADIOQACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul Eow NN -

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul =W N -

—_ o NN O -

W 3 O - W O

CONTROL
32 + 0.07
20 + 0.5
27 + 0.3
47 + 8

40 + 2

33 £+ 5

1/4 CMI
16 + 4 (50%)
9 + 1 (55%)
16 + 0.3 (41%)
23 + 0.7 (49%)
17 + 1 (58%)
16 + 2 (52%)

NUMERO UFC/POCILLO x 107

+ 1+ 1+ 1+ |+ 1+

CONTROL

0.3
0.02
0.01
0.4
0.8
0.3

1/4 CMI

0.1
0.04
0.3
0.1
0.3
*0.17

I+ 1+ 1+ I+ I+ |1+

0.02(94%)
0.01(96%)
0.01(86%)
0.01(96%)
0.01(82%)
0.05(91%)
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Figura 10.

Adherencia de P.aeruginosa a células
teliales. Método radiométrico. Influencia
de la preincubacidn bacteriana con 1/4 CMI
de ceftazidima. Porcentaje de inhibicidn

de la adherencia, datos referidos al con-

trol sin tratamiento (%).
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TABLA 20. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.
Método radiométrico. Influencia de la preincubacidn
bacteriana con 1/4 CMI de ciprofloxacina. (1): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin

tratamiento. #*p < 0.05.

POCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL 1/4 cM1
CEPA 1 35 + 1 27 + 17 (23%)
CEPA 2 17 + 1 5 + 0.6 (71%)
CEPA 3 18 + 0.14 5 + 4 (73%)
CEPA 4 49 + 2 13 + 0.8 (74%)
.CEPA 5 20 + 2 14+ 1.6 (29%)
MEDIA + ES 28 + 6 13 + & (54%)

NUMERO UFC/POCILLO x 107

CONTROL 1/4 cMI
CEPA 1 1.4 + 0.04 0.5 + 0.5 (60%)
CEPA 2 1.2 + 0.07 0.03 + 0.01(98%)
CEPA 3 0.7 + 0.01 0.2 + 0.1 (72%)
CEPA U4 4.4 4+ 0.1 0.3 + 0.6 (93%)
CEPA 5 1.5 + 0.06 0.5 + 0.5 (66%)
MEDIA + ES 1.8 + 0.6 *0.4 + 0.1 (78%)
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Figura 11.

Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método radiométrico. Influen-
cia de la preincubacidn bacteriana con 1/4
CMI de ciprofloxacina. Porcentaje de
inhibicidén de la adherencia, datos referi-
dos al control sin tratamiento (%).
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TABLA 21. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.
la preincubacidn

Método

radiométrico.

Influencia

bacteriana con 1/4 CMI de ofloxacina. (%): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin

tratamiento. #*p ¢ 0.05.

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CEPA 1
CEPA 2
CEPA 3
CEPA 4
CEPA 5
MEDIA + ES

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul W N -

35
17
18
49
20
28

I+ I+ I+ I+ |+ |+

[*ATN \C T \N B e R

CONTROL

1/4 CMI
13 + 2 (63%)
6 + 0.3 (65%)
+ 2 (50%)
9 + 0.7 (82%)
8 + 1 (40%)
10 + 1 (64%)

NUMERO DE UFC/POCILLO

x 107

CONTROL
1.4 + 0.04
1.2 + 0.07
0.7 + 0.01
4.4 + 0.1
1.5 + 0.06
1.8 + 0.6

174 eI

0.05
0.1
0.04
0.1
0.09

*0.08

0.01(97%)
0.01(92%)
0.01(94%)
0.01(98%)
0.03(9u%)
0.02(96%)

I+ I+ 1+ 1+ |+ |+
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Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método radiométrico. Influen-
cia de la preincubacidén bacteriana con 1/U4
CMI de ofloxacina. Porcentaje de la
inhibicidn de la adherencia, datos referi-

dos al control sin tratamiento (%).
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TABLA 22. Adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.

Método

tratamiento.

radiométrico.

Influencia

la

: preincubacion
bacteriana con 1/4 CMI de norfloxacina. (%4): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul &= w NN -

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

Ul &= W N —

35
17
18
49
20
28

—_ = O e s

(o= BN ) N e —

I+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+

AN N O s

CONTROL

.14

31
10

1
15

1/4 cMI

i+ 1+ I+ i+ |+ I+

=W N W =N

(12%)
(41%)
(67%)
(82%)
(33%)
(47%)

NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

T P O P PO

CONTROL

0.04
0.07
0.01
0.1
0.06
0.6

0.8
0.2
0.1
0.6
0.5
0.5

1/4_cMI

+ 0.8 (83%)
+ 0.04 (84%)
+ 0.06 (86%)
+ 0.1 (87%)
+ 0.1 (65%)
+ 0.1 (73%)
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Adherencia de P.aeruginosa a células
epiteliales. Método radiométrico. Influen-~
cia de la preincubacién bacteriana con 1/4
CMI de norfloxacina. Porcentaje de inhibi-
c¢idén de la adherencia, datos referidos al

control sin tratamiento (%).
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Adherencia de P.aeruginosa a células

epiteliales. Método radiométrico. Influen-
cia de la preincubacidén bacteriana con
concentraciones subinhibitorias de seis
antimicrobianos (Radioactividad bacteria-
na adherida a la superficie celular).
Porcentaje de inhibicién de la adherencia,
datos referidos al control sin tratamiento

(%).
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Adherencia de P.aeruginosa a células epi-

teliales. Método radiométrico. Influencia
de la preincubacién bacteriana con concen-
traciones subinhibitorias de seis antimi-
crobianos (UFC adheridas a la superficie
celular). Porcentaje de inhibicidn de 1la
adherencia, datos referidos al control sin
tratamiento (%).
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TABLA 23. Influencia de la presencia de 1/4 CMI de antimicrobianos durante el

proceso de adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales.

(%2): Porcentaje de

inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin tratamiento.

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL
CEPA 1 32
CEPA 2 20
CEPA 3 27
CEPA &4 b7
CEPA 5 36

MEDIA + ES 32 + 4.6

CONTROL
CEPA 1 1.6
CEPA 2 0.9
CEPA 3 2.1
CEPA 4 2.8
CEPA 5 1.7
MEDIA + ES 0.8 + 0.3

30
13
23
46
32
29

AMICACINA

(6%)
(35%)
(15%)
(2%)
(12%)
+ 5.5 (9%)

23
21
24
47
28
28

IMIPENEMA

(28%)

(0)

(11%)

(0)

(23%)

+ 4.8 (13%)

NUMERO UFC/POCILLO x 107

AMICACINA

_ A ) e O -

e & e s s
oy O OO 0 O N

(6%)

(34%)

(14%)

(0)

(6%)

+ 0.3 (12%)

. . . . . .
N W 00 O O -
.

IMIPENEMA

(31%)
(0)
(10%)
(0)
(24%)
+ 0.3 (12%)

CEFTAZIDIMA

32 (0)

18 (10%)

21 (22%)

47 (0)

33 (8%)

30 + 5.2 (6%)

CEFTAZIDIMA

(6%)

(12%)
(15%)

(0)

(6%)

+ 0.4 (6%)

- = N O O -
. . . . . .
P — e ) Ne < BN \V BN @ « RN )]
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TABLA 24. Influencia de la presencia de 1/4 CMI de antimicrobianos durante el
proceso de adherencia de P.aeruginosa a células epiteliales. (%): Porcentaje de
inhibicién de la adherencia, datos referidos al control sin tratamiento.

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

U Ew NN =

CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
CEPA
MEDIA + ES

(S I = U R A

PORCENTAJE RADIOACTIVIDAD BACTERIANA ASOCIADA AL POCILLO

CONTROL

35
17
18
49
20

28 + 6.3

CONTROL

[ ] e e &
co Wnm &= N F

1+

1
1
0
4.
1
1.

O.

6

CIPROFLOXACINA

29 (17%)
14 (15%)
17 ( 6%)
41 (17%)
18 (10%)
24 + 5 (14%)

OFLOXACINA

21 (40%)

14 (15%)

18 (0)

38 (23%)

19 ( 5%)

24 + 5.2 (14%)

NUMERO DE UFC/POCILLO x 107

CIPROFLOXACINA

(36%)
(59%)
(13%)
(2%)
(14%)
+ 0.7 (17%)

- s = O O O
. . . . . .
g w w =3 Ul

OFLOXACINA

- s O O O

.9 (36%)

A (67%)

.7 (13%)

(9%)

A (T%)

.5 + 0.6 (17%)

NORFLOXACINA

26 (26%)
7 (59%)
18 (0)
4y (10%)
19 ( 5%)
23 + 6.2 (18%)

NORFLOXACINA

1 (29%)

0.5 (59%)

0.7 (13%)

4 (9%)

1.4 (7%)

1.5 + 0.6 (17%)
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DISCUSION



La adherencia de los microorganismos a los tejidos
del) huésped, ha sido considerada como una etapa
importante en la patogenesis de las enfermedades
infecciosas. Las diversas investigaciones realizadas
para conocer el mecanismo de adherencia de determinadas
bacterias se ha traducido en un acercamiento a la
modificacién o prevencién de las infecciones en
animales de experimentacidén y en humanos.

Para qQue se instaure la infeccién por un microor-
ganismo, se debe establecer en primer lugar una
asociacidn superficial a la piel o membrana de mucosas,
mediante el proceso de adherencia. Es en este momento
cuando se produce la colonizacidén, a la que acompafiara
cierto grado de proliferacidén bacteriana. Si se aunan
diversas condiciones, esta simple colonizacidén progresa
a infecciédn, que conllevara como minimo cierto grado de
invasién titular. De este modo se producen alteraciones

f{sicas o funcionales en el lugar de infeccidén o en un
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territorio distante de éste. De 1igual forma, la
invasién del patdgeno por s{ mismo, puede quedar
localizada o diseminada a otros lugares (73).

JOHANSON y cols. (74) demostraron experimentalmen-
te, que existia una clara relacidén entre adherencia y
colonizacidn por P.aeruginosa de las células del tracto

respiratorio. También se observdé que la adherencia "in
vitro" de P.aeruginosa a células de la Dboca de

pacientes previamente no colonizados, se incrementaba
significativamente después de la cirugia electiva,
produciéndose en estos enfermos, posteriormente, un
mayor Indice de colonizacién (75). Con estos datos
quedé establecida Ja importancia de Ja adherencia de
este patdgeno oportunista, como prerequisito para

producir una infeccidn.

Los procesos implicados en el fendmeno de
adherencia son muchos y constituyen wuna serie de

acontecimientos complejos.

Los estudios realizados "in vitro"™ han podido
explicar algunos de 1los factores envueltos en este
fendmeno, pero hay que tener en cuenta que las
condiciones creadas en el laboratorio son artificiales
y existen una serie de circunstancias que interaccionan
"in vivo" de manera importante. Por todo ello, los
datos obtenidos en estos experimentos, deben
extrapolarse a la situacién real con cautela.

Hemos estudiade "in vitro" diversos aspectos
envueltos en la adherencia de P.aeruginosa no mucoide a

células epiteliales humanas procedentes de carcinoma
epidermoide de nasofaringe humano. En la literatura se
ha descrito la produccidén de sustancia mucoide, como
promotor de la adherencia inespecifica en su primera
etapa. Este componente polimérico extracelular sinteti-
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zado o excretado por los microorganismos, queda adsor-
bido al) sustrato y con &) el microorganismo, favore-
ciendo la yuxtaposicidén de ambas estructuras. E) método
empleado para la deteccién de slime, fué descrito por
CHRISTENSEN y cols. (68). Es una prueba sencilla tanto
en su realizacién como en su interpretacidén, no
presentando grandes variaciones entre distintos ensa-
yos ni entre observadores (76). Aunque inicialmente
fuera descrita para Estafilococos coagulasa negativo,
también ha sido utilizada para otros microorganismos.
Ninguna de nuestras cepas mostrd produccidén de
sustancia mucoide. MILLER y cols. (69) estudiaron 20
cepas de P.aeruginosa no mucoides aisladas de ulceras

corneales y soluciones de lentillas contaminadas,
obteniendo con este método, resultados similares a los
nuestros, excepto en una cepa que fué capaz de promover
su adherencia al cristal.

Quizds un hecho limitante en Jla observacidén de
este dato, sea el bajo numero de cepas de nuestro
estudio. Otra posible explicacidén seria que a pesar de
lJas ventajas ortogadas por este test, posea una escasa
sensibilidad para la deteccidén de 1la produccidén de
sustancia mucoide en otros microorganismos distintos de
Staphylococcus epidermidis. Existen otros métodos
disponibles para la produccidén de sustancia mucoide,

pero su realizacién es mas compleja, entre ellos
podemos destacar la cromatografia (77,78) o la inmuno-
fluorescencia directa (79).

La presencia de sustancia mucoide en cepas de
P.aeruginosa ademas de promover Jla adherencia a la

membrana de células epiteliales, le confiere
propiedades antifagociticas, siendo en este caso
fagocitadas en menor proporcidn por leucocitos

polimorfonucleares (16).
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Otro de los factores implicados en la primera fase
de adherencia bacteriana a las células epiteliales, es
la hidrofobicidad de superficie tanto de la superficie
de) sustrato como del microorganismo. As{ la adherencia
de diversas especies de Pseudomonas sSpp marinas a
distintas superficies esta relacionada con la
hidrofobicidad de superficie de estos polimeros
(80,81), de tal manera que el numero de bacterias

adheridas se incrementa al aumentar la hidrofobicidad
de los sustratos ensayados. Estos resultados han sido
corroborados por MILLER y cols. (69) en experimentos
posteriores, en los cuales demuestran que la adherencia
de P.,aeruginosa no mucoides es mayor a materiales

compuestos por superficies hidrofébicas de ba ja
energfa, como el poliestireno, que a aquellas cuyo
caracter de superficie es hidrofilico, como el vidrio.

Se ha descrito que algunas cepas de P.aeruginosa

tienen la propiedad de hemaglutinar eritrocitos. GARBER
y cols. (82) comprobaron que diferentes cepas eran
capaces de promover la aglutinacién de hematies
procedentes de diversos mamiferos y humanos. Cuando
utilizaron agentes que producfan la rotura de las
uniones hidrofébicas, se produjo una inhibicién de la
hemaglutinacidén, mientras que distintos azlcares y
sacaridos, no fueron efectivos en reducir cuantitativa-
mente la aglutinacidén. Por ello estos autores concluyen
que la adherencia de este microorganismo a hematies, se

encuentra mediada por interacciones hidrofébicas.

También se recoge en la literatura, datos sobre la
relacidn existente entre la hidrofobicidad de
superficie bacteriana y la produccidén de infecciones

(83).

La hidrofobicidad de superficie bacteriana puede
medirse mediante varios sistemas: adsorcién a geles

88



hidrofébicos, medicidén de los dngulos de contacto entre
una fase acuosa ¥y la superficie en cuestién,
cromatograffa de interaccién hidrofdbica (84), prueba
de agregacién de sales (85), y por ultimo mediante 1la
medicién indirecta de una porcidén de la suspensién
bacteriana en un sistema acuoso (70).

Para evaluar la hidrofobicidad de superficie de
P.aeruginosa, hemos empleado el método descrito por
ROSENBERG y «cols. (69), que consiste en medir la
afinidad de una suspensién bacteriana a un sistema

bifasico agua-xileno. Mediante este método, nuestras
cepas mostraron valores de hidrofobicidad de superficie
que oscilaron desde un 10 % para la cepa mds hidréfila,
al 60 % para la cepa mas hidréfoba, con valores
intermedios para el resto. Estos valores no sufrieron
grandes modificaciones cuando comparamos la incubacidfn
de las bacterias durante 4 y 18 horas, previamente a la
realizacién de la prueba. Por lo cual podriamos deducir
que el tiempo de incubacidén de las bacterias no guarda
relacién con la expresién de la hidrofobicidad de

superficie de las mismas.

Nuestros resultados estan de acuerdo con Jlos de
SPEERT y cols. (7). Estos autores analizaron la
hidrofobicidad de superficie de cinco cepas de
P.aeruginosa, mediante un sistema bifdsico

polietilenglicol-dextrano, cuyo fundamento es similar
al utilizado por nosotros. Los valores obtenidos
oscilaron desde el 15 % para la cepa mas hidrdfila al
61 % para la cepa mas hidréfoba.

Sin embargo MARCUS y cols. (86), al analizar las
propiedades hidrofdbicas de seis cepas de P.aeruginosa

no mucoides, mediante la medicién de la afinidad
bacteriana al sistema bifasico agua-xileno, no
encontraron ninguna cepa con esta caracteristica.
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No logramos establecer relacién entre la
procedencia del microorganismo (sangre y orina) y su
mayor o menor grado de hidrofobicidad de superficie
bacteriana. Sin embargo en otros estudios se encuentran
datos confirmatorios de la existencia de una
correlacidén entre mayor hidrofobicidad de superficie
bacteriana y la produccién de infeccién. As{ LJUNCH y
cols. (87) analizando la hidrofobicidad de superficie
de P.aeruginosa, procedentes de pacientes con infeccidn

del tracto urinario, comprobaron que la mayoria de
estas cepas tenfian un cardcter hidréfobo, aunque el
método empleado fuera la prueba de agregacidén de sales,
que también mide la carga de superficie bacteriana. De
todas estas cepas, tan solo dos mostraban esta
caracteristica cuando se <empled otro método de
medicidn: cromatografia de interaccidén hidrofdbica.

A Ja vista de todos estos resultados, un factor
determinante en el analisis de diversos resultados al
evaluar la hidrofobicidad de superficie bacteriana, es
Ja diferente metodologia empleada por distintos
autores, por lo cual es dificil establecer conclusiones

comparativas.

La mayoria de los estudios de adherencia se han
realizado "in vitro". De forma esquematica estos
métodos consisten en exponer suspensiones bacterianas
estandarizadas a suspensiones de células epiteliales,
endoteliales o monocapas de <cultivos celulares. El
tiempo de contacto entre microorganismos y células
epiteliales se determina con anterioridad, as{ como
todas las variables que se introducen antes, durante y
después del tiempo de adherencia. Las bacterias que no
se han adherido a Jas células epiteliales, se eliminan
posteriormente mediante varios métodos como filtracién,
lJavado o centrifugaciones diferenciales repetidas.



Mediante esta técnica se han obtenido resultados
fiables, al introducir diferentes variantes en el
sistema, ya sean cambios en las condiciones de
incubacidn o la introduccidén de sustancias especificas,
implicadas en el proceso de adherencia. Como
contrapartida posee el inconveniente de obviar wuna

serie de defensas fisioldgicas que se encuentran en la

superficie de las células infectadas y que intervienen
de forma importante en este proceso (6).

Para seleccionar un modelo que estudie el
mecanismo de adherencia de un determinado
microorganismo, necesitamos cumplir dos criterios. En
primer lugar que dicha prueba permita la cuantificacidn
de la adherencia y en segundo lugar que el sistema sea
flexible a la introduccién de diversas variables (88).

En 1los primeros estudios de adherencia, se
utilizaron células epiteliales humanas descamadas
(urinarias, bucales, vaginales), pero poseian una serie
de inconvenientes. Constituyen una poblacidn
heterogénea con respecto al nimero de propiedades que
son potencialmente relevantes en la adherencia
bacteriana, incluyendo la pérdida de viabilidad
celular. Se encuentran contaminadas por detritus, asi
como por levaduras y bacterias comensales, que ocupan
los receptores celulares, interfiriendo la lectura de
los resultados. Estas células tienen absorbidas en su
superficie inmunoglobulinas y otros componentes
presentes en las secreciones de saliva, vagina o
vehiculadas por la orina. Y por ultimo existe una gran
variabilidad en Jlas mismas debido a la edad del
donante, fase del ciclo menstrual, medidas contracepti-
vas y antecedentes de infecciones bacterianas o vira-

les.

Algunos de estos factores que introducen una gran
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distorsién entre distintos ensayos, se trataron de
obviar observando la flora acompafiante al microscopio
éptico, as{ como la utilizacidn de. un donante dunico
(84). Como contrapartida queda limitado el numero de
estudios as{ como la introducecién de diversas
variables, al disponer de un numero relativamente bajo
de células epiteliales.

Por todos estos 1inconvenientes, se comenzd a
utilizar como sustrato del modelo de adherencia,
células epiteliales procedentes de una linea celular
continua. Esta poblacién, en comparacién con las
células exfoliadas, es mids homogénea, se encuentran
libres de contaminacidén sobreafiadida y los microorga-
nismos se adhieren Unicamente a la superficie en
contacto con el lumen. Ademas las bacterias no adheren-
tes se eliminan facilmente mediante lavados sucesivos.
Por lo tanto los cultivos celulares permiten estudios
mads amplios y sistematizados, aunque no debemos olvidar
que la superficie de estas células puede esta alterada
"in vitro", como consecuencia de la transformacidén o
multiplicidad de pases celulares. No pudiendo asumir
que retengan receptores funcionalmente analogos a los
expresados por sus células madre "in vivo".

Este inconveniente se intentd solventar utilizando
tejido fresco u 6rganos de transplante. Estos asemejan
el microambiente complejo de la mucosa del huésped
intacto, pero en su defecto poseen una mala aclimata-
cién a las condiciones del laboratorio y no son tan

idéneos para la manipulacién experimental, como las

células descamadas o los cultivos celulares (84).

Al comienzo de este estudio, empleamos células de
boca exfoliadas procedentes de donantes sanos, pero nos
encontramos con el inconveniente de la persistencia de
cierta colonizacién por microorganismos de la flora
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comensal de Jla cavidad oral, después de realizar
Javados sucesivos mediante centrifugacién.,Sobreaﬁadido
a esto, el nUmero de células obtenido por raspado de la
mucosa bucal no era suficiente para introducir
distintas modificaciones en el sistema. Estos
impedimentos, unidos a la critica de este procedimiento
por diversos autores, nos condujo a utilizar una Jinea
celular contfnua, constituida por células epiteliales
procedentes de carcinoma epidermoide de nasofaringe
humano, en todo el estudio.

La cuantificacidon de la adherencia debe reflejar
la proporcién de células bacterianas de una poblacidn
que son capaces de unirse a las células. En cualquiera
de los modelos de adherencia anteriormente descritos,
los resultados se pueden obtener mediante un método
visual, radiométrico o por recuento de colonias después
de la siembra en agar. '

En la técnica de lectura visual, podemos valorar
la adherencia de dos formas. Por un lado contabilizando
la proporcidon de células epiteliales con un minimo de
bacterias adheridas, Jlo cual constituye una medida de
la receptividad del sustrato y/o la tendencia del
microorganismo a coadherirse. O evaluar la media
aritmética de bacterias adheridas al total de células
epiteliales, con 1o cual obtenemos una estimacién mas
exacta de la adherencia relativa de la poblacién
bacteriana al sustrato (88).

El método de lectura radiométrico, en comparacidn
con el método visual, tiene las ventajas de una mayor
comodidad y rdpidez en la interpretacién de los
resultados, perdiendo ademdas la subjetividad implicita
al observador. Pero como contrapartida posee la
desventaja de requerir un laboratorio preparado para la
manipulacidén de material radioactivo, la disponibilidad
de un contador de centelleo para realizar la lectura de
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los viales y su mayor coste econdmico. Afiadido a esto,
no podemos visualizar morfoldgicamente la disposicidn y
morfologfia de las bacterias después de que se ha
producido su adherencia a las células epiteliales.

En nuestro estudio, en relacién con el método de
evaluacién de los resultados, preferimos como estadio
inicial, la técnica visual. Y en segundo término, una
vez comprobado que el método era factible, continuar
con el método radiométrico, para comparar los resulta-
dos obtenidos y ampliar el estudio mediante la intro-

duccidn de nuevas variables.

Diversos estudios se han desarrollado con el
objetivo de comprender mejor como interfieren los
antimicrobianos en dosis subinhibitorias en Ja
adherencia bacteriana. Se han ofrecido cuatro posibles
mecanismos de actuacién. El agente podria alterar 1la
morfologia del microorganismo, Jo cual conllevaria una
modificacién espacial en su aproximacién a los
receptores Jlocalizados en la superficie celular. Otro
efecto seria la pérdida de las estructuras adhesivas de
la superficie bacteriana. O podria inducir la formaciédn
de adhesinas funcionalmente deficientes. Y por ultimo
por supresién de la sintesis o secrecidén de adhesinas
de superficie (89).

Por otro lado, distintos autores han postulado que
lJos antimicrobianos seleccionados por su mecanismo de
accidn, tedricamente ayudarian a determinar 1la
expresion, estructura y funcién de componentes de
superficie importantes, implicados en la adherencia a
mucosas humanas (46,55).

Asi elegimos en este trabajo, un aminoglucésido y
una penema, Jjunto c¢on una cefalosporina de tercera
generacién espec{ficamente activa frente a este
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microorganismo, que ademds de tener diferente mecanismo
de accidén, constituyen tratamientos empiricos estandard
en las infecciones producidas por P.aeruginosa.

Amicacina; como todos los aminoglucédsidos, actua a
nivel del ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis
protéica. Este antimicrobiano provoca la lectura
errénea del codon, bloqueando de esta manera el
complejo de iniciacidén; ademds inhibe la translocacidn,
al estabilizar la unidén entre el peptidil ARNy y el
lugar A del ribosoma (90). Imipenema y ceftazidima son
antimicrobianos betalactdmicos, que actuan inhibiendo
la sintesis de 1la pared celular bacteriana. Su
mecanismo de accidén es interrumpir la transpeptidacién,
con lo cual no se produce la unién de los distintos
componentes del peptidoglicano. Estos antimicrobianos
se unen, inactivando dianas determinadas, que se
encuentran situadas en la superficie interna de la
membrana celular bacteriana, proteinas fijadoras de
penicilina (PBPg). Estas PBPs son enzimas que
intervienen en las ultimas etapas de ensamblaje de 1la
pared celular. Cada antimicrobiano tiene distinta
afinidad por cada PBP y dependiendo a cual de ellas se
una, tendrd diferentes efectos. Ademds su unién a las
PBPg, provoca la inactivacidén de inhibidores enddgenos
de las autolisinas bacterianas, con Jo cual éstas se
liberan, provocando roturas de las uniones covalentes
de la pared celular (91).

También introdujimos en el estudio tres fluorqui-
nolonas, debido a su buena actividad "in vitro" sobre
este patdgeno oportunista (92,93) y a los buenos
resultados obtenidos en el tratamiento de algunas de
sus infecciones, especialmente pulmonares en pacientes
con fibrosis quistica. Los antimicrobianos quinoleini-
cos actuan sobre las topoisomerasas o girasas del ADN,
especificamente en la subunidad © de la topoisomerasa
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II y II'. De esta manera una vez producidos cortes en
determinados segmentos del ADN de una sola banda, al
estar inhibida dicha enzima, no se puede llevar a cabo
la reparacién. Ademds al inhibir la topoisomerasa II',
no se produciria el enrollamiento del ADN, con lo cual
éste no tendria cabida fisica en la célula (98,99).

Durante muchos afios se ha asumido que los
antimicrobianos producen la curacién de las infecciones
cuando se alcanzan niveles superiores a la CMI o CMB.
Pero cada vez, son mas los datos aportados a favor del
papel que juegan las concentraciones subinhibitorias de
distintos antimicrobianos en la resolucidén de las
enfermedades infecciosas. Entre los efectos producidos
se incluyen alteraciones en la bioquimica y tasa de
multiplicacién, ultraestructura y morfologia bacteria-
na. También se ha estudiado su intervencidén en la
modulacién de la fagocitosis por leucocitos polimorfo-
nucleares y macréfagos (40,100) y en el proceso de
adherencia bacteriana (43).

En nuestro trabajo, evaluamos la interferencia de
las concentraciones subinhibitorias de seis antimicro-
bianos en la adherencia de P.aeruginosa a células Kb.

Al efectuar el andlisis del método visual, cuando
preincubamos las bacterias durante 4  horas con
concentraciones subinhibitorias de seis antimicrobia-
nos, observamos una inhibicidn significativa de 1la
adherencia de P.aeruginosa a células Kb. Este efecto no
fué debido a la muerte bacteriana, ya que se utilizaron
concentraciones inferiores a la CMI, y en el) caso de

los antimicrobianos que produjeron alteraciones
morfoldgicas como formas filamentosas, los efectos
inhibitorios persistieron al reducir la dosis de
antibidtico, siendo en este caso, formas bacterianas de
morfolog{a aparentemente normal al microscopio dptico.
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Con todos los antimicrobianos ensayados, se
observé un efecto dosis dependiente,. alcanzdndose los
mayores valores de inhibicidén con la concentracién més
alta. Visualmente no se detectd ninguna agrupacidn
especial de P.aeruginosa en su adherencia a las células
epiteliales,ttan solo que el mayor nimero de bacterias
se encontrd unido a la periferia, en menoscabo del

cuerpo celular. Ademds se observéd al utilizar la
concentracién mds elevada del antimicrobiano que las
bacterias con formas andmalas eran capaces de adherirse
en menor proporcién, que aquellas de apariencia normal.

"Ciprofloxacina fué el antimicrobiano que produjo
los mayores valores de inhibicién de la adherencia
(82%). Este resultado es coincidente con el efecto
antiadhesivo provocado por esta quinolona en la
adherencia de E.coli a células uroepiteliales humanas,
con valores de inhibicidn del 40-80 %, en la mayoria de
las cepas (101,102).

Imipenema y ceftazidima mostraron en nuestras
cepas valores de inhibicidén de la adherencia del 81 y
72 % respectivamente. Resultados similares fueron
también observados por MONGIO y cols. (103), cuando
sometieron cepas de E.coli al pretratamiento con
concentraciones subinhibitorias de CZ e IME. Aunque en
este estudio CZ tuvo un efecto mas marcado que IME.

Diversos estudios han confirmado el efecto
antiadhesivo que tiene el tratamiento de P.aeruginosa

con concentraciones subinhibitorias de CZ. Este
hallazgo fué observado por LIANOU y cols. (41), al
estudiar la adherencia de diversos microorganismos a
células descamadas de la boca, obteniendo porcentajes
de inhibicidén de la adherencia del 60 %. Estos
resultados fueron posteriormente confirmados por
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RICHETTI y cols. (104), al investigar la adherencia de
P.aeruginosa a células orales y traqueales. También
VISHWANATH y cols. (79) estudiando la adherencia de
este microorganismo a mucina traqueobronquial,

observaron que en el 40 % de las cepas no mucoides
tratadas con CZ, se produjo una inhibicién de 1la
adherencia superior al 50 %. '

Las otras dos fluorquinolonas, ofloxacina y
norfloxacina, tuvieron un comportamiento similar, con
porcentajes de inhibicidn de la adherencia del 68 y 63%
respectivamente. El efecto antiadhesivo de NF, también
ha sido observado sobre E.coli (103), as{ el
pretratamiento de este microorganismo con concentracio-
nes subinhibitorias de este antimicrobiano, provoca una
reduccidn significativa de su adherencia a células
uroepiteliales; coincidimos con estos autores en que el
efecto fué cuantitativamente menor al observado con CZ.

Por Ultimo, el aminoglucdésido, amicacina, provocd
comparativamente el menor porcentaje de inhibicidn de
la adherencia, sin embargo se obtuvieron valores de
hasta el 52 %. Nuestros resultados no estdn de acuerdo
con los de otros autores, como RICHETTI y cols. (104),
que encontraron una mayor eficacia de netilmicina y
amicacina sobre los betalactdmicos en la inhibicidén de
Ja adherencia de P.aeruginosa a células orales vy

traqueales. Sin embargo en otra experiencia GEERS vy
cols. (105) detectaron que el pretratamiento de este
microorganismo con concentraciones subinhibitorias de
tobramicina y gentamicina, no produjo alteraciones de
lJa adherencia a cultivos de células traqueales de
hamster, en comparacidén con las bacterias no sometidas
a ningin tratamiento. Resultados similares fueron
obtenidos por VISHWANATH y cols. (79), ya que cuando

utilizaron bacterias pretratadas con concentraciones
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subinhibitorias de tobramicina, el porcentaje de
adherencia a mucina traqueobronquial, comparado con
controles, no varid significativamente. ’

Cuando comparamos los valores obtenidos al
realizar el tratamiento durante 4 y 18 horas, con
concentraciones subinhibitorias de los distintos
antimicrobianos, observamos que la inhibicidén de la
adherencia se mantuvo en cifras similares, excepto con
IME y CP, cuyos porcentajes de inhibicién oscilaron
desde 81 y 82 % a las 4 horas de tratamiento, al 40 y
68 % a las 18 horas respectivamente (p < 0.001). Por el
contrario se observd que CZ aumentd significativamente
el porcentaje de inhibicidn de la adherencia desde el
72 al 82 % (4 y 18 horas respectivamente). No
encontramos ninguna explicacién a este fendmeno, ni
detectamos en la literatura estudios que evaluen la
influencia del tiempo de pretratamiento bacteriano en

la adherencia.

Los resultados obtenidos con el método visual, se
confirmaron cuando la técnica se realizd mediante el
marcaje radiocactivo de las bacterias. Hay que resefiar
que en nuestro estudio, al utilizar el marcaje
radioactivo de bacterias sometidas al tratamiento con
antimicrobianos, observamos discrepancias al valorar
dos parametros. Asi cuando consideramos la
radioactividad bacteriana adherida a las células
epiteliales, e) valor de adherencia fué mayor que
cuando analizamos el nUmero de unidades formadoras de
colonias que corresponden realmente a la emisién
radioactiva. Ello se traduce en que los valores de
inhibicién de la adherencia bacteriana son mds acusados
cuando consideramos el nUmero de UFC adheridas a las
células epiteliales.

En todos los casos se encontrd una inhibicién de
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la adherencia por encima del 50 %, con respecto al
control) sin antimicrobiano. Sin embargo en este caso,
OF fué el antimicrobiano que tuvo mayor eficacia en su
efecto antiadhesivo (96 %), seguido por CZ, CP y NF
(91, 78 y 73 % respectivamente). De menor cuantia fué
la inhibicidn de AMC e IME (62 y 56 %). En todos los
antimicrobianos con excepcién de norfloxacina, se
encontraron valores estadisticamente significativos
(p < 0.05).

Por consiguiente, tanto el método visual como el
radiométrico, nos ofrecen resultados similares,
apoyando la influencia de las concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos en la inhibicidn de

la adherencia de P.aeruginosa. Las discrepancias

cuantitativas entre ambos métodos podrian ser
inherentes a Jla utilizacidén de dos métodos, cuya base
de andlisis es diferente. Asi en la lectura visual
contabilizamos el nuUmero de bacterias adheridas a 40
células, mientras que en el método radiométrico
evaluamos el numero de bacterias radioactivas adheridas
a todas las células epiteliales. Otro dato a tener en
cuenta es la subjetividad de interpretacidén asociado al
método visual, factor que queda excluido en el método

radiométrico.

Para intentar evaluar si la dismunicidén de 1la

adherencia de P.aeruginosa, mediada por concentraciones

subinhibitorias de antimicrobianos, era debida a una
alteracidn de la hidrofobicidad de superficie
bacteriana, realizamos el pretratamiento de las
bacterias durante 4 'y 18 horas, procediendo a
continuacién a la medicidén de Jla hidrofobicidad de
superficie. En ningin caso, los antimicrobianos
modificaron significativamente el porcentaje de
hidrofobicidad, en comparacidén con las bacterias no
sometidas a tratamiento. Con nuestros resultados
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podriamos postular que el mecanismo de interferencia de
los antimicrobianos, no se encuentra mediado por
alteraciones de la hidrofobicidad de superficie, en

estas cepas de P.aeruginosa y con estos

antimicrobianos.

Sin embargo KLEIN y cols. (106) observaron un
aumento de la hidrofobicidad de superficie, cuando se
sometié a cepas de E.coli al pretratamiento con
antimicrobianos betalactamicos, mientras que cuando se
utilizé fosfomicina se produjo una reduccién de la
misma. A pesar de ello, no lograron establecer una
correlacidn entre cambios de hidrofobicidad de
superficie bacteriana y alteraciones cuantitativas de
lJa adherencia de E.coli a hematies humanos. Ademas no
se produjo una reduccidn significativa de la carga
negativa de ninguna de las cepas mediada por
antibidéticos, gque «constituye otro de los factores
implicados en la adherencia inespecifica. Por todo ello
concluyen que Jlos antimicrobianos probados tienen una
influencia 1indudable sobre la adherencia bacteriana,
pero los mecanismos involucrados permanecen desconoci-
dos. A conclusiones similares llegaron FERREIROS vy
cols. (56) al estudiar la hidrofobicidad de superficie

y la adherencia de Neisseria meningitidis a células

descamadas de la boca, asi como la interferencia de
concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos en
estos dos procesos. Sin embargo TYLEWSKA y cols. (58)
demostraron que la reduccién de la adherencia de
Streptococcus pyogenes conseguida por rifampicina vy

penicilina, se correlacionaba con una disminucién de la
hidrofobicidad de superficie bacteriana.

Una vez demostrado que las concentraciones
subinhibitorias de estos antimicrobianos producen una
inhibicién significativa de la adherencia, tratamos de
establecer s8i la preincubacién de las células
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epiteliales con las mismas concentraciones antibidti-
cas, producia alguna modificacién en sus receptores
celulares, que se tradujeran en. una' alteracidn
cuantitativa de la adherencia de P.aeruginosa. Los
resultados no mostraron una apreciable reduccién de la
adherencia vy tan solo las tres fluorquinolonas
empleadas marcaron una ligera inhibicidén, no siendo
estad{sticamente significativa (27 %). Sin embargo
GILDSFORD y cols. (107) al estudiar la adherencia de
una cepa de Haemophilus influenzae tipo b a células

orales descamadas, observaron que la preincubacidén de
las células con la mitad de la CMI de ampicilina,
clindamicina, cloranfenicol, 1lincomicina y trimetro-
prim-sulfametoxazol durante treinta minutos, producia
una reduccidén de la capacidad de adherencia de las
bacterias. Estos autores sugieren que los
antimicrobianos bloquean los receptores celulares, con
lo cual los microorganismos no encuentran dianas libres
para su unidén a las células.

En 0ltimo lugar tratamos de averiguar si la
presencia de concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos durante el periodo de contacto entre
P.aeruginosa y células epiteliales, produce algun tipo

de modificacidn. Para ello en el momento de poner en
contacto bacterias y células, se adicionaron los
distintos antimicrobianos en concentraciones subinhibi-
torias. No encontramos en ningin caso, una inhibicidn
de la adherencia significativa, siendo los maximos

valores debidos a las quinolonas (17 %).

Analizando todos los datos obtenidos, en nuestras

cepas de P.aeruginosa no hemos detectado correlacidn
entre la pfoduccién de sustancia mucoide e
hidrofobicidad de superficie de las cepas. Tampoco
encontramos interrelacidn significativa entre adheren-
cia e hidrofobicidad. Lo que nos hace postular que la
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hidrofobicidad de superficie no se puede considerar
como un factor relevante en la determinacién de 1la
adherencia bacteriana, jugando . un 'papel mas
trascendente cuando se une a otros factores como 1la
carga de superficie bacteriana. En nuestras cepas y con
los seis antimicrobianos ensayados, observamos una
reduccidén significativa de la adherencia. El mecanimo
involucrado no parece estar mediado por alteraciones de
la hidrofobicidad de superficie bacteriana.

Las 1implicaciones clinicas de estos resultados
serian importantes. De esta manera, cuando realizamos
profilaxis antimicrobiana, los niveles antibidticos
alcanzados por ejemplo en mucosa traqueobronquial se
encuentran por debajo de Jla CMI. Pero aunque estos
niveles son subinhibitorios, hipotéticamente se
produciria una disminucién de la capacidad de
adherencia de P.aeruginosa, previniéndo la colonizacidn

de estas células. Como consecuencia evitariamos uno de
los factores predisponentes a la neumonia nosocomial,
ya que en diversos estudios se ha comprobado que la
colonizacién del 4rbol respiratorio superior por
bacilos Gram negativos, constituye el reservorio de
microorganismos, los cuales mediante un mecanismo de
microaspiracién llegan a bronquios y Dbronquiolos,
produciendo e) cuadro bronconeuménico (79). A todo ello
contribuiria la mayor susceptibilidad de estas
bacterias a la fagocitosis, mediada asimismo por bajos

niveles de antimicrobianos presentes.

En otros casos, empleando dosis ba jas de
antimicrobianos y en base al mismo mecanismo de
actuacidn, se podria prevenir la colonizacidn
periuretral y por consiguiente las recurrencias en
pacientes con infecciones crdénicas del tracto urinario
(101).
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En otro aspecto, en determinados momentos de un
tratamiento antimicrobiano, se alcanzan 'en mucosas
niveles inferiores a la CMI, que aunque no son capaces
de matar las bacterias, si impedirfan su adherencia a
células y con ello su 1invasién. Frente a estas

hipétesis tedricas en base a experiencias "in vitro",

se encuentran reflejados en Jla literatura algunos
estudios que intentan demostrar "in vivo" estas teorias
(108). FRANCIOLOI y cols. (63) realizaron un modelo
experimental de endocarditis estreptocdcica en ratas,
que fué eficazmente prevenida con una dosis de
penicilina que produjo niveles en todo momento
inferiores a la CMI. La explicacidén a este fendmeno fué
dada por DRAKE y cols. (62) que demostraron en un
modelo animal de endocarditis trombdtica, que las

concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos

tienen como resultado la disminucidén de la adherencia y.

por consiguiente de la infectividad bacteriana.

En estudios en humanos, se ha descrito que bajas
dosis de ampicilina, que se corresponden con niveles de
antibiéticos en torno a una octava parte de la CMI,
producen curacién bacterioldgica en pacientes con
infeccion del tracto wurinario sintomdticas (61).
También se ha descrito en otros trabajos el éxito
terapeltico del tratamiento con dosis aparentemente
correctas de aminoglucésidos de infecciones graves por

Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp, en Jlos cuales

cuando se determinéd los niveles séricos, se detectd
concentraciones menores de 1/8 CMI en un 17-33 % de los
pacientes. En este grupo la mortalidad fué similar al
grupo con concentraciones antibiéticas superiores a
esta cifra. Ademds no se encontraron evidencias de
toxicidad renal debido al tratamiento con tobramicina o

gentamicina (57).

A la vista de todos estos hallazgos, tedricamente
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la utilizacidén de dosis bajas de antimicrobianos produ-
cirfan un menor {ndice de toxicidad, menor alteraciédn
de la flora normal del organismo y adicionalmente se
reduciria el costo de los tratamientos.



CONCLUSIONES




Las cinco cepas de P.aeruginosa wutilizadas en

nuestro estudio, no mostraron la produccidén de

sustancia mucoide.

P.aeruginosa expresd valores de hidrofobicidad de

superficie variable, desde un 60 % para la cepa
mds hidréfoba, hasta un 10 % para la cepa mas
hidréfila.

No hubo diferencias significativas entre los
valores cuantitativos de la hidrofobicidad de
superficie observados cuando las Dbacterias se
incubaron durante 4 o 18 horas, previamente a la

realizacidén de la prueba.

No se encontrd relacidén entre hidrofobicidad de
superficie bacteriana y procedencia de las cepas

(sangre y orina).
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No se produjeron cambios significativos en 1la
hidrofobicidad de superficie bacteriana, cuando
P.aeruginosa se preincubd durante 4 o 18 horas con
concentraciones subinhibitorias de amicacina,
imipenema, ceftazidima, ciprofloxacina, ofloxacina

y norfloxacina.

No hubo asociacion entre mayor adherencia
bacteriana a células epiteliales y mayor
porcentaje de hidrofobicidad de superficie.

Las concentraciones subinhibitorias de los
diferentes antimicrobianos produjeron una disminu-
cidén significativa de Jla capacidad de adherencia

de P.aeruginosa a células epiteliales de un

cultivo celular.

En el método visual, la preincubacidén de las
bacterias durante 4 horas con concentraciones
subinhibitorias de antimicrobianos produjo wuna
marcada inhibicidén del porcentaje de adherencia
bacteriana, siendo ciprofloxacina e imipenema los
antimicrobianos mds efectivos, con valores de 82
y 81 % respectivamente. Seguidos por ceftazidima
72 %), ofloxacina y norfloxacina (68 y 63 % res-
pectivamente) y en Ultimo lugar amicacina (52 %).

Cuando comparamos los valores obtenidos al
realizar el tratamiento bacteriano durante 4 y 18
horas, con concentraciones subinhibitorias de los
distintos antimicrobianos, la inhibicién de 1la
adherencia bacteriana se mantuvo en cifras
similares, excepto con imipenema y ciprofloxacina,
que tuvieron un efecto antiadherente significati-
vamente mas marcado en el periodo de tratamiento
mas corto. Por el contrario ceftazidima, aumenté
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10.

11.

12.

13.

14,

el porcentaje de inhibicién cuando el periodo de
tratamiento fué mayor (18 horas).

Con los antimicrobianos que produjeron formas
bacterianas morfoldgicamente anormales, se observd
que mayoritariamente los microorganismos aparente-
mente normales fueron capaces de unirse a las
células epiteliales con mayor eficacia que las

formas filamentosas.

En el método radiométrico, ofloxacina fué el
antimicrobiano mas eficaz al reducir la adherencia
de P.aeruginosa en el 96 %, seguido por ceftazidi-

ma, ciprofloxacina y norfloxacina (91, 78 y 73 %
respectivamente). En  menor cuantia fué la
inhibicidn de la adherencia provocada por

amicacina e imipenema (62 y 56 % respectivamente).

La interferencia de Jlos antimicrobianos en 1la
adherencia bacteriana no estuvo mediada por
cambios de su hidrofobicidad de superficie.

La preincubacion de las células epiteliales con
concentraciones suinhibitorias de antimicrobianos,
no produjo alteraciones cuantitativas de la

adherencia de P.aeruginosa.

La presencia de concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos durante el tiempo de adherencia,
no alterd la proporcién de bacterias adheridas a

las células epiteliales.
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