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Introduccié

I-INTRODUCCIO.

Els dispositius intravasculars predisposen a la infeccié pel fet que danyen o
atravessen les barreres epitelials, la qual cosa permet I'accés directe dels
microorganismes al torrent circulatori. A més, els catéters endovenosos, i els
cossos estranys en general, faciliten el creixement de microorganismes i
poden actuar com a reservoris, pel fet que dificulten els mecanismes de
defensa de I'hoste. Una vegada contaminats, els microorganismes adherits
als cossos estranys s’hi multipliquen i posteriorment poden causar una
infeccié al pacient (1). Estudis fets amb microscopia electronica troben que
gairebé tots els catéters vasculars que es retiren, fins i tot aquells que tenen

els cultius negatius, estan colonitzats per microorganismes (2).

La incidéncia estimada d’infeccié dels catéters centrals de curta durada és
d’entre el 3-7%. Per contra, els catéters centrals implantats per llarg temps
(p-e. Broviac i Hickman) tenen una incidéncia menor, d’entre el 1-2% (3).

La sépsia per catéter representa aproximadament la tercera causa de
bacteriémia nosocomial i és una causa important de morbilitat i mortalitat (1).
Estudis recents en malalts ingressats en Unitats de Cures Intensives troben
una mortalitat global associada a la sépsia per catéter del 10% (4). Malgrat
aixo, la insercid de linies vasculars és un dels actes medics que, ja sigui amb
finalitats diagnostiques o terapéutiques, més es produeix als pacients
hospitalitzats.

Als Estats Units d’América, més del 50% dels pacients ingressats han
necessitat un catéter intravascular en algun moment de la seva estada
hospitalaria i el 1983 un estudi multicéntric europeu trobava que el 63% dels

pacients ingressats era portador d’algun dispositiu intravascular (5,6).

Aquesta elevada incidéncia de la infeccié del catéter, deguda a la seva
insercid o al seu manteniment, déna lloc a I'increment de la morbilitat, de la
mortalitat i de la despesa sanitaria, i fa necessaria 'aplicacié d’unes estrictes
normes en el maneig dels pacients portadors de catéters per a evitar-la. La
investigacio de les técniques de prevencid i de tractament d’aquesta infeccio

és I'objectiu que ha de plantejar-se per a la milloria del maneig del pacient, de
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la seva qualitat de vida i poder obtenir aixi un estalvi econdmic pel sistema
sanitari.

En cas, perd, que es produeixi la infeccid, el seu tractament classicament
comportava la retirada del catéter i un tractament antibiotic sistémic segons el
microorganisme aillat (7,8,9). Treballs recents (9,10,11,12) confirmen, no
obstant, que sota certes circumstancies cliniques un catéter infectat pot ser
tractat sense que calgui la seva retirada. Aquest plantejament és d’'indubtable
interés en els malalts que necessiten el catéter durant llargues temporades i
la insercié dels quals ha de realitzar-se en els quirdfans, com en els malalts
hematoncologics, en hemodialisi o en nutricié parenteral domiciliaria.

El tractament de la infecci6 mantenint el catéter comporta I'administracio
d’antibidtics sistémics per a erradicar la infeccid i aconseguir, a més,
I'esterilitzacié del catéter. Perd cal tenir present que I'esterilitzacié del mateix
es pot aconseguir també mitjangant 'administracié d’antibidtics a través del
catéter infectat o bé també omplint el catéter d’'una solucié antibiotica que
actui localment durant els periodes en qué aquest no es fa servir (técnica de
I'antibiotic-lock) (13).

En aquest treball pretenem estudiar algun dels interrogants que planteja el
tractament local del catéter amb antibidtics per aconseguir la seva

esterilitzacio.

1.1- Incidéncia de la infeccioé per catéter. Cost economic.

Es calcula que a paisos com els Estats Units d’América, la infeccid per catéter
representava el 1978 el 45% de les infeccions nosocomials (1). Dades
espanyoles la situen el 1997 al voltant del 20-30% amb una mortalitat
associada del 6-10% (14,15).

A I'Hospital Gregorio Marafion de Madrid la prevalenga de la infeccié deguda
a catéter I'any 1988 era del 15% (16). Als hospitals de la Vall d’'Hebron de
Barcelona els estudis fets de la bacteriémia per catéter durant un periode de 5
anys (1986-1991) troben que representa la tercera causa de bacteriémia
nosocomial després de la bacteriémia primaria i la urologica.

La taxa d’infeccio varia, pero, segons diferents variables considerades: aixi

per exemple, és major quan major és el nivell de complexitat de les técniques

4
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realitzades a cada centre. A més, a les UCI entre el 3% i el 7% dels catéters
venosos centrals s’infecten i produeixen sépsies (17) que van associades
amb un allargament de I'estada hospitalaria i una elevada taxa de mortalitat,

especialment en malalts critics (4,18).

Segons dades de I'EPINE del 1994, de totes les infeccions detectades a
malalts amb linies vasculars, el 13% eren bacteriémies. Aquest percentatge
augmentava en el cas dels catéters centrals d’'insercio periférica (17,6%), en
els centrals (20,4%) o als usats per nutrici6 parenteral (20,1%). Cal tenir
present, perd, que les dades que aporta 'EPINE sén dades indirectes
d’infeccié ja que en aquest tipus d’estudis no sempre es realitzen els cultius

del catéter per a confirmar 'origen de la infecci6 (19).

Com a complicacions, les sépsies per catéter poden cursar amb endocarditis
de cor dret en un 2-10% dels casos (15), aixi com altres infeccions per
disseminacié que ocasionalment poden suposar la mort del pacient (20). El
risc de complicacions, perd, és major quan l'agent etiologic és S. aureus,
Candida spp o Pseudomonas spp i també en cas d’infeccions polimicrobianes
(21).

Com qualsevulga complicacié que es pugui donar en un pacient, el seu
tractament es tradueix també en un increment de costos pel sistema sanitari.
De I'excés de costos derivat de la bacteriemia nosocomial, més del 80%
correspon a la perllongacioé de I'estada hospitalaria (estimada entre 8,5 i 14
dies), seguit del consum de farmacia i de les proves complementaries (4,6%)
(22, 23, 24). En general, perd, és un numero reduit de pacients el que

ocasiona la major part de la despesa (25).

Es per tot l'indicat que qualsevulga técnica desenvolupada per al tractament i
la prevencié d’aquestes infeccions i que eviti la perllongaciéo de I'estada
hospitalaria es demostrara cost-efectiva. Aquest és el cas del tractament

intravends domiciliari (26) i de I'antibiodtic-lock (13,27).

Per altra banda, en relacio als costos de les técniques diagnostiques, i
aplicant els estandards del College of American Pathologists Workload

Recording Method Procedure de 1992 (28), les proves més econdmiques son
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’hemocultiu qualitatiu transcatéter i el cultiu qualitatiu del catéter, i la més cara
és la dels hemocultius quantitatius transcatéter (29). Es important destacar
que no es troben diferéncies en els costos de laboratori associats al
diagnostic de microorganismes que requereixen [I'aplicaci6 de bateries
diagnostiques més complexes (30). Tenint en compte les dades de sensibilitat
i especificitat de les diferents técniques aixi com les dels costos de cadascuna
delles, es pot dir que les técniques de baixa especificitat (hemocultiu
qualitatiu transcatéter), malgrat el seu menor cost, poden suposar un
increment de la despesa pel tractament de pacients amb resultats falsos
positius (29).

De la mateixa manera que en moltes altres patologies, les mesures de
prevencié universals aplicades a la insercid de catéters son altament cost-
efectives (1,30,31). A més a més, algunes mesures especials com els
catéters impregnats amb clorhexidina-sulfadiazina argentica, amb antibiotics
(32) o els nous models de connexié (Segur-lock®) (33) tot i que sén
lleugerament més cars, disminueixen el risc de bacteriemia relacionada amb
catéter en més d’un 50%, disminueixen I'estada hospitalaria (34) i milloren,

per tant, la qualitat de vida dels pacients (35).

Finalment, cal tenir en compte pel que fa als costos de la infeccié de catéter el
numero d’estades hospitalaries que suposen els malalts que desenvolupen

una bacteriémia (24,25).

1.2- Epidemiologia.

Els factors de risc de les infeccions associades a catéter identificats son
multiples i els podem dividir en dos grups: els associats al pacient, poc

modificables, i els associats al catéter, que orienten les mesures preventives

que s’han de desenvolupar.

*** Factors lligats al pacient:
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Un dels factors importants relacionats amb la infeccié per catéter és la
malaltia de base del portador (12,36,37,38). Dins els pacients oncologics, els
que pateixen tumors solids sén els de més risc a patir infeccions relacionades
amb el catéter (12). Tot i aix0, la patologia de base no és tant la variable que
condiciona aquest fet com la intensitat del tractament, la diferent freqiéncia

d’'Us dels catéters i la durada de la neutropénia (12).

Les alteracions a les defenses de I'hoste ja siguin generals, com la
granulocitopénia i la quimioterapia immunosupressora, o locals com les
cremades també son importants. En el cas de malalts afectes de SIDA, s’ha
trobat que tenen major incidéncia i precocitat en l'aparicié d’infeccions
degudes a catéter (39). Aquest fet pot ser degut entre altres al compromis de
la immunitat en aquesta poblacié, a una menor cura en la neteja dels catéters
per part dels malalts i a diferéncies en el maneig intraoperatori en el moment
de la insercio del catéter (39).

La malnutricié també juga un paper afavoridor de les infeccions per catéter
(36).

Un altre dels factors importants és la patologia acompanyant com la sindrome
del distres respiratori, el xoc seéptic, la fallida multiorganica, la ventilacié
mecanica, la fallida hepatica cronica, la fallida renal aguda o una puntuacié a
I'escala APACHE Il major o igual de 15 en el moment del diagnostic (4). La
preséncia d’una infeccidé concomitant, per exemple d’una ferida quirurgica, o
una traqueostomia contigua a un catéter jugular o de subclavia també
suposen un risc incrementat de presentar una infeccid, en aquest cas, per la
mateixa espécie bacteriana (36,40,41).

Quan els pacients segueixen tractament domiciliari, la incidéncia de
bacteriémies és menor que en els casos dels pacients hospitalitzats (37), amb
una taxa de bacteriémia de 2 per 1000 catéters i dia, tot i que variables com la
patologia de base i la freqliéncia d’us també poden influir en aquesta dada.
Per altra banda, el fet que les infeccions es presentin més frequentment en
menors d’1 any i majors de 60 anys (38,42), en homes, lligat perd a la
patologia de base, i en obesos (42) fa que variables com I'edat, el sexe i el
pes dels pacients siguin variables a considerar en relaci6 a aquest tipus

d’infeccions.
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*** Factors lligats al catéter:

El que un catéter sigui periféric o central és una de les variables principals
que influencia el risc d'infeccié. Els catéters periférics tenen menys risc
d’infeccidé que els centrals, en estar menys dies inserits (43). Tot i aixd, per dia
d’insercio, els periférics s’infecten més que els centrals (44,45).

En el cas dels catéters de llarga durada, els que tenen reservori tenen un
temps lliure d’infecci6 major que els externalitzats (12,46). Treballs nord-
americans troben una prevalenca d’infeccié associada a catéter de I'1% als
periferics i de fins al 21% als centrals (47), perd cal tenir en compte que
aquest fet ve condicionat per la durada de la cateteritzacié.

Amb l'increment del nimero de llums del catéter, el risc d’infeccié també és
major (3,48), fins a tres vegades (49,50), probablement degut a que estan
sotmesos a un nombre major de manipulacions (51). Hi ha estudis que
demostren, perd, que el risc d’infeccio no varia si el catéter té 2 o 3 llums (52).
El material del catéter també és una variable important en aquestes
infeccions. Per ordre de frequiéncia d’infeccio: els de polietilé son els que més
freqlientment en presenten seguits dels de PVC, teflo, poliureta i silicona (5).
Els de silicona i poliureta sén més elastics, menys trombogénics i
flebitogenics que els de PVC, polietile i teflo.

El niumero de dies d’hospitalitzacié previs a la infeccié (4), el servei d’admissio
del pacient, per ordre decreixent dimportancia: UCI, Unitat coronaria,
quirodfan, planta d’hospitalitzacid; i la frequéncia d’us del mateix (3,42,53) sén
altres variables importants a tenir en compte i que influencien I'aparicié de les
infeccions per catéter.

Pel que fa a les variables relacionades amb la insercid del catéter la unitat de
col.locacié del catéter també té importancia. Sén, per ordre decreixent de risc:
UCI, urgeéncies, planta d’hospitalitzacio i quirdfan. A més, si la cateteritzacio
és urgent té més risc d’infecci6 que si és electiva. També el tipus de
col.locacid, ja que per puncié té menys risc que per disseccio, i la dificultat de
col.locacié del catéter, també s’han de tenir en compte (54).

El lloc de la inserci6 ja sigui jugular, subclavia, femoral o antecubital (55), ja
que la col.locacioé a les extremitats inferiors t&€ meés risc que a les superiors i la

insercio jugular més que a la subclavia (44) també ho influencien, aixi com el
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recanvi del catéter amb guia metal.lica o no. Si s’'usa guia, s’'incrementa el risc
(48,56), ja que es facilita la transmissié dels microorganismes del catéter antic
al nou inserit. Tot i aix0, les dades en aquest punt son contradictories: hi ha
autors que no troben ni increment ni disminucié del risc d’infeccions amb I'is
de guia metal-lica (57,58). S’esta d’acord en qué el seu Us disminueix la
incidéencia de complicacions mecaniques (59), perd incrementa el risc

d’embolitzacié septica (60,61).

Pel que fa a variables relacionades amb el manteniment del catéter ja inserit,
s’han de desenvolupar mesures destinades a evitar la colonitzacié de la pell
i/o de la connexidé, com la utilitzacié6 de pomada de povidona iodada a la uni6
de la connexié/ sistema d’infusid, I'is d’aposits, ja siguin normals o
transparents- tot i que no soén transpirables i, per tant, incrementen les
infeccions-, les cures del catéeter (62) i vetllar per la disminucié del nUmero de

manipulacions.

En resum, es pot dir que de tots els factors de risc d’infeccié per catéter, els
més significatius son: el numero de dies d’hospitalitzacié abans de la infeccio,
especialment quan supera els 14 dies, el lloc de la cateteritzacid i el tipus de
catéter, el niumero de catéters col.locats i els dies de cateteritzacio total.

Altres factors de risc importants associats son la preséncia d’una infeccio

concomitant i la durada inadient de la cateteritzacié (63).

1.3- Etiologia.
A continuacié es detallen els principals agents etiologics de la sépsia per

catéter independentment de I'origen de la infeccié:

* Gram positius: * Fongs:
.Staphylococcus aureus . Candida albicans

.Staphylococcus epidermidis * Altres:

.Streptococcus spp . Mycobacterium spp
.Corynebacterium spp . Rhodotorula spp
.Bacillus spp

* Bacils gram negatius:

- No fermentadors:
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. Pseudomonas aeruginosa

- Enterobacteris:

. Enterobacter spp, Klebsiella spp, Citrobacter spp,...

Taula 1.3. Agents etiologics.

Les infeccions de catéter solen ser infeccions produides per un Uunic
microorganisme, tot i que en algunes series els estudis de biologia molecular
troben diferents soques d’estafilococs plasmocoagulassa negatius infectant el
catéter (53,64).

Els microorganismes més freqlientment aillats sén els Staphylococcus
epidermidis (4,34,42,53,65,66,67,68,69,70,71,72,73), degut a que formen part
de la flora cutania normal, tenen pocs requeriments nutritius i gran capacitat
d’adheréncia i colonitzaci6 de les superficies plastiques, gracies a la
produccié de slime (5,54). Aquests tenen una menor tendéncia a produir
bacteriemies que no altres microorganismes meés virulents (16,74). També
dins el grup dels cocs gram positius, S. aureus té major facilitat per produir
bacteriémies i una reconeguda tendéncia a produir metastasis séptiques en
forma d’endocarditis i osteomielitis (5,54,75,76,77).

Altres microorganismes aillats, per ordre de frequéncia, sén: E. faecalis, P.
aeruginosa, Candida spp, Enterobacter spp i Acinetobacter spp.

L’agent etiologic més freqlient també canvia si considerem la patologia de
base dels pacients. Per exemple, dins la poblacié de malalts hemdfilics i
oncologics, les infeccions estafilocociques i per Corynebacterium spp (23),

sén més frequents en malalts portadors de reservoris i els microorganismes

gram negatius son més frequents en malalts portadors de catéters externs
(12,78).

Altres microorganismes més infrequents sén: bacils gram negatius com
Proteus spp (79,80), Yersinia spp o Serratia spp (79), o bé altres com
Flavobacterium spp (81,82), micrococs, Neisseria spp (81), o Rhodotorula spp

(82), i Mycobacterium spp, en casos d'immunosupressio important (83,84).
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Aquest ampli ventall de microorganismes causals és el que fa necessari
'acurar les bateries diagnostiques en els aillaments dels cultius dels malalts
amb sospita clinica d’infeccié per catéter (85).

1.4- Fisiopatologia.
1.4.1- Colonitzaci6 del catéter.

D’acord amb I'anterior, a les infeccions associades a catéter, I'arribada dels

microorganismes es produeix basicament per dos mecanismes:

. . Connexio
Segment intraluminal 1

1
! '
]

1

T R
B

|
|
|
|
., :] I R
N

Vena

i

|

]
. Punt d'insercio
Beina de fibrina

Fig 1. Esquema del catéter en posicio. Extret de: Maki DG. Infections
associated with intravascular lines. A: Remington JS., Swartz MN., ed.
Current clinical topics in infectious diseases. McGraw Hill Book Company,
New York, 1982:309-63.(41)

A) Via extraluminal, per la superficie externa del catéter. Aquesta és la via
més comuna de colonitzacié del catéter (5,34,47).

El punt d’insercié és el punt més freqlientment identificat com a focus de
microorganismes (2,14,74). La pérdua de la integritat de la barrera cutania
que suposa el punt d’insercid del catéter permet que des d’aquest els
microorganismes avancin fins a la punta del catéter i a I'espai intravascular,
entre la coberta externa del catéter i la beina de fibrina que es forma al voltant
d’'aquest.

La pel.licula proteica que es forma al voltant del catéter cap a les 24-72 h de

la seva implantacié (2,86), esta formada per fibronectina, laminina, col-lagen i

11
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fibrina com a component fonamental (5). Aquesta pel.licula facilita la
implantacié de microorganismes com S. aureus, que s’adhereixen fortament a
proteines com la fibronectina, fibrinogen i en menor grau a laminina. Altres
microorganismes com S. epidermidis s’adhereixen només a la fibronectina i
no a d’altres components (2).

L’agent etiologic més freqlient d’aquesta via patogénica és S. epidermidis i

destaquen també altres cocs gram positius com S. aureus i E. faecalis.

B) Via intraluminal, per l'interior del catéter a partir d’'una connexié o bé a

partir d’'un liquid d’infusié contaminat.

B.1) Via intraluminal a partir d’una connexié.

En el cas de les sépsies per catéter on el focus és la connexid, el risc
d’infeccié esta en relacié fonamentalment amb el nombre de manipulacions
de la connexio, de l'asépsia amb qué aquestes s’efectuen, de la seguretat de
la tanca i del numero de connexions. Se la considera el segon focus de la
infeccio (13, 87).

En aquest cas el microorganisme més frequientment aillat és també S.
epidermidis, encara que S. aureus, E. faecalis, C. albicans i els bacils gram

negatius tenen també un paper etiologic important.

Alguns dels estudis europeus de la fisiopatologia de la infeccié del catéter
troben que la via més freqlient de colonitzacié és I'externa en un 56% dels
casos, seguida de la interna en un 22% i en el 15% dels casos la via mixta és
la que es presenta (16). Cal tenir present que, en general, pels investigadors
nord-americans el mecanisme fisiopatologic més frequent d’infeccid és la
progressio per la superficie externa mentre que pels europeus és la interna
(88), tot i que sén molts els que consideren que en aquesta infeccio les dues

vies estan correlacionades (89,90).

B.2) Via intraluminal a partir d’un liquid d’infusié contaminat.

12
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Aquest mecanisme és excepcional actualment i no suposa més de I'1% dels
casos de bacteriémia per catéeter (5,41,54). En els casos en qué la sépsia
sigui deguda al liquid de nutricidé parenteral, sang o hemoderivats, la
contaminacio es produeix en el procés d’elaboracié per la qual cosa la seva
presentacié sovint és en forma epidémica (1,41) i causa episodis molt greus
pel pas massiu de microorganismes al torrent circulatori. Cal, doncs, que
durant la preparacio es segueixin al maxim les mesures d’asépsia ja que, a
més, la majoria de microorganismes poden créixer en el liquid de nutricio

parenteral (91).

Quan és el liquid de nutricioé parenteral la font de la infeccid, P. aeruginosa i
els bacils gram negatius dels géneres Enterobacter spp, Serratia spp i

Klebsiella spp son els més sovint responsables d’aquesta (5).

En el cas dels hemoderivats, es contaminen amb menys freqliiéncia ja que es
mantenen en refrigeracié. S’han descrit casos, perd, de contaminacio per Y.

enterocolitica, bacteri psicrofil que creix a 4° C (92,93).

Una altra via alternativa de contaminacié poc frequient és la:

C) Sembra hematogena, a partir d’'un focus séptic distant.

La colonitzacié per via hematdgena de la beina de fibrina del catéter per
microorganismes procedents de d’altres focus només es déna en menys del
2% dels casos de sépsia per catéter. Aquesta via és d’interés en els malalts
oncohematologics per la mucositis i la faciltat de penetracié de
microorganismes al torrent circulatori, o en malalts portadors de d’altres
catéters que a la vegada poden estar infectats i ser causa de bacteriémia.

S’ha observat que la perllongacio dels dies de cateteritzacié afavoreix el que
la via endoluminal tingui més importancia (94). En alguns casos, pero, la via
de produccié de la infeccié és mixta on dues portes d’entrada participen en la
produccié d’aquesta (47). Les infeccions que apareixen preco¢gment (abans
del desé dia) s6n normalment degudes a la migracié extraluminal dels
microorganismes, mentre que aquelles que apareixen de forma tardana
(despres del trenté dia de la insercid) estan relacionades preferentment amb

la colonitzacié prévia de la connexié i la posterior progressio intraluminal (94).

13



Introduccié

1.4.2- Formacioé de la biocapa. Fisiopatologia.

Una vegada els microorganismes han arribat al catéter es produeixen
interaccions entre els factors implicats en les infeccions associades a
biomaterials plastics: microorganisme i biocapes, biomaterial i mecanismes de
defensa de l'hoste, factors als que s’han d’afegir les interaccions amb

I'antibidtic quan s’inicia el tractament (95,96).

La colonitzacié de la pell o de les connexions és un fenomen dinamic i
complex que es modifica amb el temps d’inici del procés (97). En el cas del
punt d’insercid, una vegada s’ha produit la colonitzacié i I'adheréncia dels
bacteris a la superficie del catéter (98,99), aquests es propaguen cap a
l'interior del tunel dérmic, potser suspesos en una fase liquida i propagats per
'accié de la capilaritat (100). Aquest procés es veu facilitat per la carrega
negativa dels microorganismes (especialment S. epidermidis) i la positiva dels
teixits subcutanis respecte de la superficie cutania (101).

A la superficie del catéter els bacteris prenen dues formes: la forma adherent
o sesil on estan envoltats pel biofilm; i la forma plactonica, forma lliure en la
qual es disseminen per la superficie del catéter (2). La capacitat dels
microorganismes de créixer “in vitro” en materials sintétics en condicions de
manca de nutrients basics, reforga la idea de I'existéncia de mecanismes de
supervivéncia que es posen de manifest sota condicions adverses (102).
Estudis fets amb P. aeruginosa troben que des del moment en qué el bacteri
s’adhereix al catéter es produeix un creixement exponencial fins al cinqué dia,
a partir del qual la poblacié es manté constant. Quan més profund és I'estrat
en qué es troben les ceél.lules, aquestes sén metabdlicament menys actives,
degut a les poques possibilitats que tenen d’accedir als nutrients essencials i,
a més, pels problemes que els causa I'acumulaciéo de metabolits toxics. Els
bacteris de la profunditat es troben en estat d’aquiescéncia i tenen
compromesa la divisié cel.lular. La seva membrana és menys permeable a
totes les substancies. Per contra, les cél.lules de la superficie de la biocapa
sén més semblants a les plactoniques (103). Aixd podria estar explicat per la
preséncia de variants de colonies estafilocociques petites, trobades en

aillaments clinics i en infeccions associades a cos estrany (104). Aquestes es
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caracteritzen per un creixement lent i un reduit import de farmacs degut a una
disminucié del gradent electroquimic. Les alteracions metabodliques que
resulten en aquesta alteracié fenotipica de S. aureus poden ser explicades
per la interrupcio del transport d’electrons que comporta una disminucié de la
produccié d’ATP (105,106). Els nivells disminuits d’ATP se’ls considera
responsables, entre d’altres, del lent creixement dels microorganismes
(105,106).

La colonitzacié dels catéters per microorganismes i els processos que
afavoreixen la seva multiplicacié venen afavorits per la formacié de coaguls, ja
que faciliten la contaminacié dels catéters (86). De la mateixa manera, la
infeccié del catéter afavoreix la formacié de trombus (36). Aquest risc

incrementa amb el nombre de dies de cateteritzacié (70,107).

Finalment, quan els microorganismes de la superficie del catéter,
especialment els de la fase plactdnica, excedeixin una concentracié donada,

es produira la clinica d’infecci6 (2).

Comentem tot seguit les interaccions més importants entre els factors
essencials implicats en les infeccions de catéter. bacteri i biocapa,
biomaterial, mecanismes de defensa i antimicrobia, quan s’inicia el
tractament.

- Interaccio entre bacteri/ biomaterial.

La primera presa de contacte entre el bacteri i el biomaterial depén
d’interaccions fisico-quimiques d’entre les que destaquen les interaccions
hidrofobiques, la carrega eléctrica de les superficies i les forces de Van der
Waals (entre nuvols electronics).

En el procés de fixacid, els bacteris que tinguin superficies hidrofobiques
tendiran a adherir-se a la superficie del biomaterial expulsant les gotes
d'aigua que existeixen entre ells. Aquest primer contacte és inespecific i
reversible.

Posteriorment, es produeixen interaccions especifiques irreversibles

adhesina-receptor, que estableixen I'adheréncia de forma permanent.

15



Introduccié

En el cas concret de S. aureus, les adhesines estan constituides pels acids
lipoteicoics de la paret bacteriana i com a receptors intervenen les
glicoproteines que de forma rapida recobreixen la superficie del catéter una
vegada s’introdueix a l'organisme. D’aquestes, la fibronectina és la més
important.

Tot i aixi, en el cas de d’altres microorganismes com S. epidermidis, es sap
que les glicoproteines anteriors no actuen com a mediadores de I'adheréncia i
encara ara s’estudia quins son els seus mediadors tot i que la fibronectina
sembla tenir un paper preponderant. Es per aixd que es creu que I'especial
afinitat és deguda a la capacitat d’aquest bacteri de produir el slime (108) o
exopolisacarid extracel.lular que recobreix i interrelaciona els bacteris que
colonitzen la superficie del catéter, forma una barrera que els protegeix front
el sistema immunitari i permet la seva multiplicacio (109).

Al slime se li reconeix el paper d’actuar com a resina d’intercanvi ionic que
optimitza el medi nutritiu local dels bacteris, evita la penetracié de I'antibidtic
en la macrocolonia bacteriana i protegeix els bacteris dels mecanismes
fagocitics de I'hoste (3). La seva produccio i composicio es pot veure influida
pels nutrients ambientals (110), l'atmosfera d’incubacié (111), I'acid
acetilsalicil.lic, altres antiinflamatoris no esteroidals (112) i els antimicrobians
(103).

- Interaccio biomaterial/ mecanismes de defensa.

La principal barrera defensiva front la majoria de bacteris i particularment S.
aureus la constitueix la fagocitosi mediada pels leucdcits polimorfonuclears
neutrdfils. Si els bacteris es troben coberts per exopolisacarids, I'opsonitzacio
i ingestié dels mateixos es veu ampliament dificultada. Malgrat que cap dels
catéters afecta la ingestié de bacteris pels polimorfonuclears, els materials
com el tefld, el PVC, i els de latex siliconitzat disminueixen significativament
els mecanismes bactericides dels polimorfonuclears (basicament la produccié
de radicals peroxid), essencials per a la destruccié intracel.lular dels

estafilococs (113).

- Interaccioé biomaterial/ antimicrobia.
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La majoria d’antimicrobians amb activitat antiestafilocdcica no veuen afectada
la seva activitat front aquests microorganismes per la preséncia del
biomaterial tot i que com ja s’ha comentat, si pot influir el material en
I'estructura de la biocapa (114,115).

Tot i aix0, en estudis fets en segments de latex siliconitzat infectat per P.
aeruginosa s’ha vist que la CIM del meropenem incrementava de 32-64
vegades en preséncia d’aquest material (116). A més, cal tenir en compte que
la composicié exacta dels biomaterials no és coneguda, particularment dels
diferents aditius que s’afegeixen al polimer de base per a millorar la seva
biocompatibilitat i propietats fisiques. Algunes d’aquestes substancies poden
difondre al medi que envolta el material i interferir en alguns casos en
I'activitat de I'antimicrobia (117). Aquest fet, perd, no s’ha demostrat en
estudis en catéters de PVC i diversos antimicrobians, incloent-hi Ia

vancomicina, la ciprofloxacina i la rifampicina (117).

- Interaccié antimicrobia/ biocapa.

En general, I'estat metabdlic latent o la baixa taxa de creixement d’alguns
microorganismes els fa més resistents a [lactivitat de ['antibidtic, per
disminucié de la seva capacitat de penetracioé per problemes de permeabilitat
0 bé per disminucié de la seva activitat en preséncia de slime, com en el cas
de la vancomicina. L’activitat bacteriostatica de vancomicina, ciprofloxacina i
rifampicina és similar pels bacteris plactonics que pels adherits a PVC, pero,
en general, es pot afirmar que I'activitat bactericida dels antimicrobians és
inferior a les biocapes bacterianes (117).

La interaccié entre antimicrobia i biocapa es veu modificada en funcié del
tipus de material, fet que podria ser explicat per que sigui la natura de la

biocapa la que varia en relacié al material sobre el que s’estructura (113).
En models experimentals de biocapa, [I'exposicidé dels estafilococs

plasmocoagulassa negatius a concentracions subCIM de glicopéptids no

modifica o disminueix lleugerament la seva adheréncia als catéters (103).

17



Introduccié

Els estudis fets amb quinolones i estafilococs plasmocoagulassa negatius,
reflexen que les concentracions d’antibiotic subCIM tenen un efecte indiferent
0 inhibidor de [ladheréncia (103), i estudis fets amb penicillines i
cefalosporines troben també una inhibicié de la produccio del slime aixi com
de I'adheréncia de S. epidermidis tot i que aquests estudis permeten afirmar
que aquests canvis no son deguts a canvis en la hidrofobicitat de la superficie
(118).

A més, en estudis “in vitro”, en qué s’administren antibidtics una vegada la
biocapa ja esta formada, s’ha observat que es produeix una disminucio de la
densitat dels bacteris adherits i I'aparicié d’'una matriu de material fibrés a la

superficie de la que els bacteris estan adherits (119).

1.5- Métodes diagnostics.

1.5.1- Diagnostic clinic.

El diagndstic d’infeccid relacionada amb I'Us del catéter es basa inicialment en
la sospita clinica (15), perd calen per a la confirmaciéo métodes microbioldgics.
Donat que aquesta infeccié normalment no va acompanyada de signes locals
d’infeccio, fet més evident en els catéters centrals (88), la preséncia de febre
i/o manifestacions de sépsia en un pacient cateteritzat en el que no aparegui
cap signe de focalitat infecciosa, I’ha de fer sospitar (9).

La possibilitat de sépsia per catéter incrementa quan hi ha:

- signes locals d’infeccio.

- la febre és refractaria a un tractament valorat com adequat.

- hi ha abséncia de focus séptics alternatius.

- el microorganisme aillat a 'lhemocultiu és prevalent a la sépsia per catéter
(veure taula 1.3).

- hi ha associacié entre I'is del catéter i el pic febril.

Alguns altres dels aspectes a tenir en compte per a valorar I'associacié entre
la clinica d’infecci6 i el catéter com a font de la mateixa son: la durada de la
cateteritzacio, el tipus de catéter usat, la seva localitzacié anatomica i la

funcio del mateix.
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En darrer lloc, la desaparicié de la febre després de la retirada del catéter

afianga el diagnostic.

En qualsevol dels casos, la sospita clinica de la sépsia per catéter ha de ser

confirmada pels métodes de cultiu microbiologics (120).

1.5.2. Diagnostic microbiologic de la infeccio.

El diagnostic microbiologic d’infeccid per catéter es confirma mitjancant la
demostracio del microorganisme causal en el catéter. Donat que la infeccio és
intravascular, pot haver-hi bacteriémia. Aquesta sera continua i els
hemocultius sempre positius, excepcié feta dels catéters d’us discontinu en

els que la febre i la bacteriémia apareixen associades a I'us del catéter (15).
Els métodes diagnostics que permeten estudiar les infeccions per catéter els

podem classificar en dos grans grups en funcié de si van acompanyats de la

retirada del catéter o no (15):

1.5.2.1- Métodes aplicats amb la retirada del catéter (taula 1.5.2.1).

El principal problema que presenten aquests métodes és que pel diagnostic
cal la retirada del catéter (3,9) i aixd pot comportar retirar innecessariament

molts catéters que després tindran els cultius negatius. Sén els seglents:

* Métodes aplicats amb la retirada del catéter:

a) Cultiu qualitatiu

b) Cultiu semiquantitatiu

c¢) Cultiu quantitatiu. Inclou les seglients técniques:
c.1. rentat del catéter
c.2. vortejat del catéeter

c.3. sonicat del catéter

c.4. rentat del catéter i cultiu semiquantitatiu
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d) Examen microscopic del catéter
Taula 1.5.2.1.

a) Cultiu qualitatiu.

Aquesta és la técnica inicial i més senzilla. Consisteix en submergir I'extrem
distal del catéter (darrers 3-5 cm) en un medi de cultiu liquid durant 18-24 h.
Ens aporta informacié sobre la flora present al catéter perd el creixement
bacteria no ens permet la diferenciacié entre contaminacio, colonitzacio i
infeccid i, per tant, discriminar si el catéter és la font de la infeccidé (120).
Aquest és linconvenient fonamental de la técnica. Aixd0 comporta que les
taxes de positivitat siguin majors que les taxes de sépsia relacionada amb
catéter (121) i per tant que tingui un baix valor predictiu positiu (79). A més,
'elevada possibilitat de contaminacié accidental d’aquesta técnica és el que
ha facilitat el desenvolupament de d’altres técniques que tot seguit es

descriuen.

b) Cultiu semiquantitatiu.

Fins la década dels setanta els métodes microbioldgics es basaven en la
tecnica anterior ja que no és fins I'any 1977 que Maki i col.laboradors
descriuen la técnica de cultiu semiquantitatiu que si permet el diferenciar entre

colonitzacio i infeccio.

Aquesta consisteix en fer rodar I'extrem proximal del catéter almenys quatre
vegades sobre una placa d’agar. A les 18-24 h d’incubacié a 37° C es llegeix
el resultat. Es va establir com a punt de tall d’'infeccid, ja sigui infeccié local
del catéter o bacteriémia, un recompte minim de 15 ufc. En cas que els
recomptes siguin inferiors es considera colonitzacié del catéter (121,122).

El punt de tall de positivitat establert en 15 ufc o0 més s’ha considerat a partir
d’estudis on els casos de bacteriémia tenien recomptes superiors a aquesta

xifra mentre que els casos que cursaven sense simptomatologia clinica
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general tenien recomptes inferiors. La sensibilitat és del 76% i t¢ com a
inconvenient fonamental que no detecta el 15% de bacteriemies d’origen
endoluminal, la qual cosa es tradueix en la baixa sensibilitat de la técnica per
a diagnosticar les bacteriémies on és aquest el focus. Aquest punt de tall es

pot veure modificat per altres variables del catéter i del malalt (87).

Tot i el comentat, aquest metode no ha estat validat tenint en compte
variables com el diametre, el tamany o el material del qué esta constituit el
catéter, el microorganisme causant de la infecci6 o I'administracié prévia
d’'antibidtics (123). A més, val a dir que el rodatge del catéter per la superficie
d'una placa fa dificil que tot el segment del catéter entri en contacte amb la
mateixa, la qual cosa suposa que la recuperacido de microorganismes pugui
no ser completa. Aixd s’ha demostrat pel fet que si després del rodatge fem
una tincio de gram del catéter encara es troben bacteris adherits a la
superficie (70). Una altra de les limitacions de la técnica és que no recupera

pel cultiu els microorganismes adherits a la superficie interna del catéter (70).

En general, aquesta técnica té un baix valor predictiu per les bacterieémies
(79). Es per aixd que hi ha autors (124,125,126) que demostren que elevar el
punt de tall de positivitat de la técnica fins a 50 ufc déna un increment de
'especificitat sense pérdua de sensibilitat en el diagndstic de la sépsia per
catéter ja que el punt de tall és massa conservador i pot, ocasionalment,

identificar colonitzacié com infeccié (121).

No obstant aquests comentaris, aquest métode s’ha convertit en el de
referéncia del diagnostic de la infeccié per catéter i per a valorar nous
métodes diagnostics (9). Basa la seva importancia en la facilitat de realitzacio

i 'aplicabilitat als laboratoris clinics.

Se'l considera el métode més senzill i cost-efectiu (88) pel diagnostic de la

sépsia per catéter.

c) Cultiu quantitatiu.
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El primer a proposar aquestes técniques pel diagnostic de la infeccié per
catéter va ser Seligman el 1974 (127). Introduides posteriorment a la técnica
semiquantitativa, han permés millorar tant el diagnostic com el coneixement
de la patogénia de la infeccio per catéter.

Hi ha diverses técniques de cultiu quantitatiu. Sén aquestes les que tenen
major sensibilitat i especificitat, al voltant del 90% (29), pel diagnostic de la

infeccié del catéter (128).

D’entre ells comentem:

c.1. Rentat de cateter.

Ha estat el métode desenvolupat per Cleri i col.laboradors (74). Aquest
meétode detecta la colonitzacié de la superficie interna i externa del catéter.
Consisteix en submergir el catéter en dos mL de medi de cultiu liquid i
posteriorment rentar tres vegades linterior del catéter amb l'ajuda d’una
xeringa. El punt de tall de positivitat esta en 10° ufc/mL. Valors inferiors sén
considerats com intermedis, és a dir, com a possible colonitzacié o com a
estadi preco¢ d’infeccio. Aquest criteri s’ha establert també a partir d’estudis
dels casos de bacteriemia amb simptomatologia, els quals tenien recomptes
superiors a aquesta xifra. Els casos que cursaven sense simptomatologia

clinica tenien recomptes inferiors (129).

Es recomana el limitar I'is de les técniques de cultiu de la superficie
intraluminal per aquells casos en qué la colonitzacidé de la connexié és

prevalent o que siguin usades amb finalitat d'investigacio (124).

c.2. Vortejat del catéter.

Una modificacié a la técnica anterior I'aporten Brun-Buison i col.laboradors
(68) que submergeixen el segment del catéter en un mL d’aigua destil.lada i
despres agiten durant un minut. Posteriorment, es sembra 0,1 mL de la
suspensio a 37° C durant 24 h. El punt de tall de positivitat d’aquesta técnica
esta establert com I'anterior en 10° ufc/mL i la seva sensibilitat és del 97,5% i

I'especificitat del 88% en el diagnostic de la bacteriémia per catéter (68).
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Altres treballs realitzats posteriorment observen que recomptes de 100 ufc/mL
en cultius quantitatius de la superficie interna eren millors predictors de la
infeccid amb increments de la sensibilitat sense disminucié de I'especificitat
(130).

c.3. Sonicat del catéter.

A la técnica anterior es substitueix I'agitacié per la sonicacié i es submergeix
el segment de catéter en un brou de cultiu i es sonica durant un minut. El punt

de tall de positivitat d’'aquesta técnica esta en 10° ufc/mL (131).

Es considera que el bany d’ultrasons és el millor métode per la preparacio
dels catéters pel cultiu (132), tot i que hi ha investigadors que consideren que
ni aquesta modificacié ni el vortejat milloren substancialment les técniques

diagnostiques de la sépsia per catéter (120,131).

c.4. Rentat del catéter i cultiu semiquantitatiu.

Fins ara el conjunt de tecniques quantitatives comentades tenen com a
inconvenient fonamental el fet que no diferencien entre colonitzacid/ infeccio
de la superficie interna i externa. Per a evitar aquest inconvenient Lifares i
col.laboradors proposen el rentar la superficie interna del catéter amb dos mL
de medi de cultiu i, posteriorment, cultivar el catéter pel méetode de Maki (133).
Estudis realitzats posteriorment a la introduccié de les técniques esmentades
demostren que tot i que la combinacié de cultius de la superficie interna i
externa és el millor métode per al diagnostic d’infeccid en cateters,
especialment en els de nutricid parenteral i d’hemodialisi, qualsevulga
combinacié de les técniques quantitatives anteriors no aconsegueix una
milloria substancial en el diagnostic microbioldgic de la infeccio respecte de la
técnica semiquantitativa introduida per Maki (16). A més, aquesta és la
técnica més rapida i senzilla de realitzar. L'afegir técniques com I'agitacio o el
sonicat per a incrementar el nombre de bacteris despresos del catéter
produeix una disminucido de I'especificitat sense un increment clar de la
sensibilitat (125).
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d) Examen microscopic del catéter.

A diferéncia dels anteriors, que requereixen de 18-24 h de cultiu abans de
'obtencié de resultats, son métodes que aplicats al catéter permeten el
diagnostic rapid de la infeccié del catéter. Es pot usar la tincié de gram
descrita per Cooper i Hopkins (80) o la del taronja d’acridina descrita per
McCarthy i Senne (134).

Per a la tincié de gram, cada catéter es submergeix en una placa de Petri que
conté els diferents colorants de la tincié, cadascun dels quals s’aplica durant
deu segons (80).

Per a la tincié del taronja d’acridina el catéter és immers en una solucié

d’acridina al 0,01% durant dos minuts (135).

Una vegada sec el catéter es fixa al porta per a la seva visualitzaci6 al
microscopi.

Pel que fa als estudis per a valorar la utilitat de la técnica de gram com a
diagnostica de la colonitzacié del catéter, aquests troben una sensibilitat del
100%, una especificitat del 96,9%, i un valor predictiu positiu i negatiu del
83,9% i 100%, respectivament (80).

Altres estudis troben que el taronja d’acridina t¢ una major sensibilitat
respecte la tinci6 de gram, tot i que aixd pot estar influenciat pel fet que el
taronja es va realitzar abans que la tinci6 de gram; i, a la vegada, menor
especificitat que la tinci6 de gram (135) tot i que resulta de més senzilla
realitzacié la tincid amb acridina que no el gram (16). Els estudis fets troben
que en els casos de bacteriémia el taronja d’acridina va tenir un 100% de
positivitat (16) i és especialment Util en els casos en els que no s’evidencia

positivitat de 'hemocultiu després d’un dia d’incubacioé (135).

Les técniques de tincié sén importants per qué permeten un diagnostic rapid
de la infeccid, ja que I'obtencié d’un resultat negatiu que descarti el catéter

com a focus de la mateixa té implicacions pel tractament del pacient (88).

Tot i que hi ha diferents criteris quant a la seva sensibilitat i especificitat pel

diagnostic de la sépsia per catéter, i per la seva facilitat de realitzacio en tots
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els laboratoris (135,136), en conjunt se les considera técniques de baixa
sensibilitat i especificitat (135,137) i només poden realitzar-se sobre
superficies plastiques transparents i de parets primes (120). Pot ser realitzada
fins i tot després del cultiu semiquantitatiu i déna informacié sobre la
superficie interna i externa del catéter (80). Un resultat positiu déna informacié

sobre els trets del microorganisme colonitzant.

1.5.2.2. Métodes aplicats sense la retirada del catéter (taula 1.5.2.2).

Sén meétodes d’importancia creixent pel desenvolupament d’estrategies
terapéutiques per l'aplicacid6 de les quals no cal la retirada del catéter.

Aquests métodes son:

* Métodes sense la retirada del catéter:

1.Técniques rapides:

a) Examen microscopic del frotis de la pell del punt d’inserci6 i
de la connexié.

b) Prova del citospin i tincio del taronja d’acridina dels leucocits.
c) Tincié amb blau de tetrazolina dels leucocits.

d) Tincié de gram de la sang obtinguda a través del catéter.

2. Cultius:

e) Cultiu del frotis de la pell i de la connexié.

f) Hemocultius quantitatius a traves del catéter.

g) Raspallat del catéter.

Taula 1.5.2.2.

1. Técniques rapides:

En conjunt aquestes técniques sén utils pel diagnostic perd tenen com a
inconvenient fonamental que s6n molt laborioses i que als laboratoris clinics
no es disposa de personal durant les 24 h per a poder-les realitzar.

Son:
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a) Examen microscopic del frotis de la pell del punt d’insercié i de la

connexio.

Aquests son, potser, els métodes més facils de realitzar (120). Un resultat
negatiu d’aquests és molt predictiu que el catéter no estigui infectat (15), amb
la qual cosa es pot evitar la retirada del catéter (16). Aixo fa que es recomani
la seva aplicacio a grups d’elevada prevalencga de sépsia per catéter (136).

El valor predictiu d’infeccié d’'un resultat positiu amb aquestes técniques és
molt baix (136,138).

Estudis comparatius entre la tincid de gram del cateter i el cultiu
semiquantitatiu troben que aquestes técniques tenen una sensibilitat,
especificitat i valors predictius semblants als del cultiu semiquantitatiu
(80,136).

b) Prova del citospin i tincié del taronja d’acridina.

Es un métode que permet un diagnostic més rapid que els anteriors.
Consisteix en centrifugar la sang extreta a través del catéter i fer una tincié
amb taronja d’acridina dels leucocits obtinguts.

La deteccié de microorganismes equival a un resultat positiu de la técnica
(120,139).

c) Tincié amb blau de tetrazolina dels leucocits.

La sang obtinguda a través del catéter s’incuba a 37° C durant 20 minuts amb
blau de tetrazolina i, posteriorment, es centrifuga. D’aquesta manera s’obté un
percentatge de neutrdfils tenyits. Si el resultat obtingut és inferior o igual al

15% es considera un valor normal i positiu si és superior o igual al 20% (140).
La tincié del taronja d’acridina és la que presenta els millors resultats quant a

sensibilitat i especificitat quan és comparada amb la tincié del blau de
tetrazolina (140).
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d) Tincié de gram de la sang obtinguda a través del catéter.

Consisteix en fer la tincié de gram de la sang obtinguda a través del catéter
suposadament infectat per a detectar la preséncia de microorganismes
causants de la infeccié. En estudis fets en catéters centrals de pacients
sotmesos a nutricid parenteral ha donat una sensibilitat del 61%, un valor

predictiu positiu del 100% i un valor predictiu negatiu del 42% (141).

2. Cultius:

e) Cultiu del frotis de la pell i de la connexio.

Com s’ha dit, el frotis és potser el métode més senzill de fer (120), pero
estudis realitzats per analitzar el valor del cultiu de la pell i de la connexi6 en
el diagnostic de la infeccid troben que els frotis sén técniques que no tenen
capacitat predictora positiva suficient (87). No obstant, s’obté un valor
predictiu negatiu del 97% per la bacteriemia relacionada amb el catéter (16,
142).

f) Hemocultius quantitatius a través del catéter.

El fonament tedric d’aquesta técnica es basa en el fet que la sang obtinguda a
través del catéter infectat conté una concentracié major de microorganismes
que no la de la sang obtinguda per la puncié d’'una vena periferica, per I'efecte
de dilucié de la sang en el torrent circulatori i I'accido del sistema reticle-
endotelial (120).

Wing i col.laboradors van ser els primers en descriure la utilitat d’aquesta
tecnica en el diagnostic de sépsia per catéter (143), i altres les han
corraborades posteriorment (144). Consisteix en comparar els resultats dels
hemocultius obtinguts a través dels diferents catéters que porta el malalt amb
'hemocultiu de la sang obtinguda per venopuncié directa a una vena

periferica. Estudis posteriors com els de Capdevila i col.laboradors
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estableixen que amb un recompte diferencial de colonies de la sang
obtinguda a través del catéter responsable de la sépsia que sigui almenys
quatre vegades superior al de la sang obtinguda per venopuncié directa,
diagnostica la infeccié relacionada amb el catéter amb una sensibilitat del
94% i una especificitat del 100% (71). De la mateixa manera, un hemocultiu
quantitatiu amb un recompte aillat de més de 100 ufc/mL obtingut a través del
catéter d’'un pacient amb sépsia indica que aquest catéter és el focus de la
infeccid (71).

Hi ha alguns autors que consideren el punt de tall de positivitat de la técnica
en un recompte diferencial d’entre 5 i 10 vegades entre 'hemocultiu de la
sang obtinguda a través del catéter suposadament infectat i el periféric
(74,142,145).

Els estudis fets en poblacié hospitalaria, tant en sales de medicina i de
cirurgia com de cures intensives troben pel métode una sensibilitat del 94% i
una especificitat del 100% (71).

A més, el resultat d’aquesta técnica no es veu afectat pel fet que el malalt
estigui prenent o no tractament antibiotic (71,89) i permet el diagnostic
d’aquelles sépsies degudes a infeccié de catéter també en els casos d’origen
endoluminal (71,142).

Aquest métode, a més de ser de demostrada utilitat per al diagnodstic de la
sépsia per cateter (142), pot servir per a monitoritzar I'efectivitat del
tractament antibiotic administrat al pacient (88).

Hi ha estudis que usen I'hnemocultiu quantitatiu com a métode de referéncia
pel diagnostic de la sépsia per catéter (140) i tot i tenir un valor predictiu

negatiu igual al del frotis cutani, té un valor predictiu positiu major (15).

Com a limitacions del métode des del punt de vista fisiopatologic cal destacar
que no permet diferenciar si el focus de la infeccié es troba a la punta del
catéter o a la connexid del catéter (146), perd per altra banda també és el

més cost-efectiu en el cas dels catéters de llarga durada (29,34).

Les técniques microbioldgiques usades per a la valoracid del métode son

dues:

1. Técnica de Shottmdieller.
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Consisteix a realitzar plaques d’agar sang amb la propia sang del
pacient. Es pot fer a la capcalera del llit del malalt o bé es pot transportar la
sang amb tubs vacutainer al laboratori. Es pot usar com a anticoagulant
'heparina o bé el PSS, que té I'avantatge tedric sobre I'’heparina el fet de ser
menys toxic pel creixement bacteria.

Aquesta técnica permet l'obtencid de resultats en 16-24 h, és de facil

realitzacio, barata i no requereix ningun utillatge complex.

2. Tecnica de la lisi-centrifugacio.

Aquesta técnica és de més dificil realitzacié i esta sotmesa a més

manipulacions, per la qual cosa el risc de contaminacié és major. A la vegada,
el fet que permeti una major recuperacié de microorganismes es pot convertir
en un inconvenient, ja que pot ser necessaria la realitzacié de dilucions per a
fer un recompte acurat de la placa.
En qualsevol cas, el fet de ser una técnica que quantifica les colonies
recuperades permet també el conéixer I'evolucio dels pacients, I'efectivitat del
tractament antibidtic administrat i conéixer si un catéter és o no la font de la
infeccio (147).

S’han desenvolupat métodes automatitzats per als hemocultius quantitatius
que permeten que el nombre de microorganismes que es desenvolupen
puguin ser suportats pels medis de cultiu a més de permetre que el volum de
sang necessari pel diagnostic sigui menor, amb un maxim de 3 mL de sang
(148).

d) Raspallat del catéter.

Es una técnica cara i complexa que implica el raspallat de la llum i de la
superficie del catéter. Encara requereix, perd, més estudis de validacio i
establir el punt de tall de positivitat (149,150).

Finalment, i donat que la majoria de sépsies son produides per estafilococs
plasmocoagulassa negatius i que aquest microorganisme és habitual de la

flora saprofita cutania i contaminant habitual dels cultius, és important per a
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garantir el diagnostic el desenvolupament de métodes moleculars com
Ielectroforesi de camp pulsatil com a técnica que permet identificar si el
microorganisme aillat a la pell, al punt d’insercié del catéter, en els diferents
segments del catéter o en els hemocultius és el mateix i, per tant, és la causa
real de la infecci6 (120,151,152,153).

Una metaanalisi realitzada sobre métodes diagnostics de sépsies per catéter,
demostra que el cultiu quantitatiu del cateter és el métode més acurat pel que
fa als diferents tipus de cultiu de catéter i que I'hemocultiu quantitatiu

transcatéter és el tipus de cultiu més cost-efectiu (29).

1.6- Tipus d’infeccié de catéter. Definicions.

La definicié inicial de la sépsia per catéter, abans de la introduccioé de les
técniques de diagnodstic microbiologic, és la d’un episodi de sépsia en el que
no es pot identificar el focus i que es resol amb la retirada del catéter (36). Les
definicions de les infeccions associades a catéter publicades pel CDC

modificades son (154):

Entenem per Colonitzacié del catéter la preséncia de 1 a 14 ufc en el cultiu
semiquantitatiu de la punta del catéter o de menys de 10° ufc/mL en el cultiu

quantitatiu en abséncia de signes d’infeccié local o general.

Entenem per infeccié associada a catéter la preséncia de més de 15 ufc en
el cultiu semiquantitatiu 0 més de 10° ufc/mL en el cultiu quantitatiu (rentat
endoluminal) de la punta del catéter, que és responsable d’una infeccié

general o local.

* Les infeccions generals associades a catéter que es poden presentar son:
a) Bacteriemia/ fungémia associada al catéter. Aillament d’'un
microorganisme en els hemocultius extrets per venes perifériques i preséncia
de 15 o més ufc en el cultiu semiquantitatiu o0 més de 10 ufc/mL en el cultiu
quantitatiu del segment distal del catéter del mateix microorganisme. En cas

que no es retiri el catéter, considerarem que una bacteriémia esta associada a
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una infeccio del catéter si s’'observa un recompte diferencial de quatre o més
vegades del numero de coldnies per mililitre entre la sang obtinguda a través
del catéter sospitds de ser la font d’infeccio respecte de la sang obtinguda per
venopuncié periférica (71). En aquestes situacions cal a més que no es trobi

ningun focus d’infeccié associat que expliqui la bacteriémia/ fungémia.

b) Sépsia associada a catéter. Quan una bacteriémia/ fungémia associada a
catéter segons I'hem definida anteriorment, s’acompanya de resposta

inflamatoria sistémica.

* La infeccio local pot manifestar-se com:

- Infeccié del punt d’'insercié a la pell. Quan es presenta eritema, induracio,
dolor i exudat al punt d’externalitzacié del catéter o al punt d’accés al reservori
(155).

- Infeccié del tunel de catéter. Quan hi ha induracié, dolor i eritema iniciat
almenys a un cm del punt d’insercié del catéter i que segueix el trajecte del
catéter (155).

- Infeccid del reservori del cateter. Quan hi ha induracio, eritema i dolor al

voltant del reservori amb cultiu positiu del material aspirat del reservori (155).

I, finalment, en les infeccions associades a catéter cal no oblidar les flebitis,
importants per la seva frequéncia, gravetat i les complicacions a les que
poden donar lloc. Cal tenir present, pero, que les flebitis relacionades amb el
liquid d’infusié sén sovint degudes a factors fisicoquimics més que no pas a

etiologia infecciosa (1).

1.7- Tractament.

Tradicionalment, el tractament de la infeccié de catéter ha estat la retirada del
catéter com a font de la infecci6 (7,8,9). En la majoria de casos la retirada és
suficient per a produir la desaparicié de la febre i de la resta de signes de la
infeccio (9).

No obstant, una vegada retirat el catéter per sospita d’infeccio, el cultiu pot

donar un resultat negatiu en el 75-85% dels casos i, per tant, torna
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innecessari aquest procediment (15,36). A més a més, té com a inconvenients
que el pacient necessita sovint el manteniment d’'un accés vascular, la
dificultat d’inserir-ne un de nou i el cost econdmic que tot aixd suposa.

Actualment, s’ha demostrat que aquesta infeccid es pot tractar sense la
retirada del catéter si es compleixen certes condicions cliniques (53). Pels
catéters periférics es recomana la seva retirada ja que aixd no suposa pel
pacient un risc major que el que pot suposar la infeccio. Perd no és aixi en el
cas dels catéters tunelitzats o amb reservori subcutani, per les complicacions
técniques de la seva retirada i les de la implantaci6 d’'un nou catéter en
pacients ja amb un estat clinic forga deteriorat (151). A més, en estudis
anteriors ja es va comprovar que, tot i en pacients immunodeprimits,
'administracié d’antibiotics per via sistémica durant varies setmanes, a través
del catéter infectat o per un altre de diferent aconsegueix tractar la sépsia,
sense que calgui la retirada sistematica del catéter infectat. A més, aquest

tractament permet perllongar el temps d’Us del catéter (156,157,158,159).

Segons l'establert a la Conferéncia de Consens de les UCI, actualment es
recomana la retirada dels catéters infectats només en les seglients situacions
(160):

1- catéters que facilment es poden reemplacar.

2- quan hi ha signes evidents d’infeccid local (tunelitis o infeccié a la porta
d’entrada).

3- preséncia d’embolismes pulmonars o endocarditis (15).

4- infeccié acompanyada de xoc séptic o0 quadre clinic no controlat en 48-72h.
El tractament antibidtic convencional de la infeccié de catéter ha d’'incloure de
forma empirica la majoria de microorganismes potencialment causals
d’'aquesta infeccié. Per aix0 es recomana la cobertura amplia de
microorganismes gram positius i gram negatius que poden ser, com s’ha
indicat, causa de la infeccio (taula 1.3). Malgrat que el tractament empiric pot
variar en cada hospital d’acord amb la taxa de resisténcia a la meticilina i a
I'espectre de bacils gram negatius causants de sépsia, d’entre els antibidtics
que es poden administrar en aquestes infeccions hi ha les penicil.lines
resistents a la penicil.linassa com la cloxacil.lina; dels glicopéptids, la

vancomicina o la teicoplanina; els aminoglicdsids, com la gentamicina i
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'amikacina; I'aztreonam i de les quinolones, la ciprofloxacina que és del que
se’n té més experiéncia (9).

Si en lloc de tractar la infeccid de forma empirica amb un Unic antibidtic,
s’opta per tractar la infecci®6 amb una associacié d’antibiotics, la d’un
glicopéptid més un aminoglicosid (42,70) o bé, més aztreonam (9) és la més
emprada. Altres combinacions antibidtiques sén la de cloxacilina amb un
aminoglicosid o bé, si la taxa de resisténcies ho permet, la ciprofloxacina en
régim de monoterapia. Una vegada documentada la infeccid, el tractament
antibiotic haura d’adaptar-se al microorganisme responsable i el seu

antibiograma.

Quan es combina el tractament antibidtic empiric amb la retirada del catéter i
en cas que el pacient no sigui portador d’'un altre cos estrany es recomana
I'administracié de cloxacilina 200 mg/ kg/ dia associada a gentamicina 4,5 mg/
kg/ dia. Quan la sépsia per cateter es presenta en malalts portadors de
d’altres cossos estranys es recomana I'administracié empirica de vancomicina

1 g/ 12 h amb o sense gentamicina 4,5 mg/ kg/ dia (15).

La durada de les pautes del tractament sistemic depén de la intensitat de la
bacteriemia inicial, de la condicié clinica del pacient, de la possibilitat de
complicacions amb infeccions metastasiques i del microorganisme
responsable (9, 15). Una bacteriémia aillada per S. epidermidis no requereix
tractament antibidtic donat que sol ser autolimitada. Tot i aixi, aquest
microorganisme s’adhereix molt facilment als cossos estranys presents a
l'organisme, la qual cosa fa imprescindible el seu tractament si aquests
existeixen (15). Es recomana tractament amb vancomicina sistémica durant 5-
7 dies si es produeix la defervescéncia en 48-72 h. En cas que
simultaniament es retiri el catéter, el tractament podra ser més curt (94).

Inicialment, I'article de revisié presentat per Jernigan i col.laboradors (161) de
la bacteriemia per S. aureus recomanava lany 1957 una durada de
I'antibioterapia sistémica d’entre 4 i 6 setmanes, per I'elevada prevalencga de
casos d’endocarditis per S. aureus i que pot arribar a complicar fins I'1% dels
casos de bacteriémia. Altres séries posteriors, consideren un baix index de

complicacions (162,163,164,165) i proposen tandes antibiotiques de curta
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durada (2 setmanes), tot i que aix0 fa que I'index d’aparicié de complicacions
tardanes sigui fins del 6%.
En el cas de sépsia per bacils gram positius, I'antibidtic d’eleccié és la

vancomicina (2).

En cas que s’aillin llevats, els antifUngics recomanats sén I'anfotericina B a
dosi de 0,5-1 mg/ Kg/ dia, amb una dosi maxima acumulativa de 300-500 mg
(15) i el fluconazol a dosi de 200-400 mg/dia (9). Si el pacient esta greu i
I'agent aillat és C. albicans s’haura de retirar el catéter, tot i que alguns autors
no consideren la retirada sempre necessaria (12), i iniciar tractament via
sistémica amb anfotericina B (15). El tractament sistémic amb anfotericina B
convencional es demostra més efectiu que I'anfotericina B liposomal, ja que
es necessita incrementar les concentracions administrades per a igualar-ne

els resultats (166).

En conjunt, es pot considerar que el tractament antibidtic pot ser de mitjana
de 7 a 10 dies excepte en el cas de S. aureus, E. faecalis i llevats en qué el

tractament ha de ser d’'un minim de 15 dies (13).

Una altra linia de tractament sistémic inclou Il'associacié al tractament
antibiotic d’'un tractament fibrinolitic local amb activadors del plasminogen com
l'estreptoquinassa o l'uroquinassa. Aix0 pretén la dissolucié del coagul als
catéters ocluits. Dosis baixes de I'ordre de 2.500 U d’'uroquinassa i 10.000 U
d’estreptoquinassa semblen ser suficients (167). Aquesta associacio millora el
rendiment en el tractament de les sépsies que tenen mala resposta al
tractament antibiotic aillat (70). Cal tenir present, perd, que no es pot iniciar el
tractament fibrinolitic massa abans que el tractament antibiotic ja que es
produiria una disseminacié massiva dels microorganismes del coagul de

fibrina cap al torrent circulatori.

Existeix un treball aleatoritzat, prospectiu i doble cec en qué es compara un
grup de malalts amb infeccié per catéter tractats amb placebo i antibidtics
amb un grup tractat amb uroquinassa i antibidtics. Els autors conclouen que la
uroquinassa a la sepsia per catéter no representa una milloria substancial en

el numero de catéters salvats ni en la rapidesa en la curacié de la infeccio.
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Per contra, la utilitzacié d’uroquinassa afavoria I'aparicié de signes de sépsia

en els malalts del grup (168).

Una altra de les associacions del tractament antibidtic sistémic és amb
heparina aplicada al catéter. No es troba una pérdua del poder
d'anticoagulacié6 de I'heparina (169) ni que hi hagi un efecte en la
supervivéncia dels microorganismes (170). Tot i aixd, queden dubtes sobre
I'existéncia d’interaccions quimiques i sobre I'eficacia de la combinacié amb
antibiotics “in vivo”. Aquestes dades entren en contradiccié amb alguns dels
estudis publicats que troben que amb [l'associacid de vancomicina amb
heparina es formen precipitats amb la consequiient pérdua d’activitat de

I'antibiotic i risc d’embolitzacié (171).

Per a evitar la trombosi dels catéters inserits, s’injecta heparina al catéter
durant els periodes en qué no s'usa per a evitar-ne la coagulacié; aquesta
estrategia es coneix amb el nom d‘heparina-lock (172). De la mateixa manera,
fa 10 anys (13,27) Messing i col.laboradors van proposar el tancament del
catéter suposadament contaminat o infectat amb una solucié d’antibiotic
especifica (13). L’administracié intermitent a l'interior del catéter (73) del
tractament antibiotic a altes concentracions de forma local per a garantir una
exposicid perllongada a I'antibiotic es coneix amb el nom d’antibidtic-lock
(73,144,151). Algunes seéries troben un 92% de negativitzacions dels cultius
amb aquesta técnica aplicada a catéters centrals tipus Hickman
independentment del tipus d’aillament microbioldgic (72). Els estudis de
farmacocinética de [l'antimicrobia han demostrat que no s‘afecta amb
I'administracié d’antibidtic a altes concentracions a nivell local (173). Aquest
fet és important per I'estret marge terapéutic que tenen antibidtics com els
glicopéptids i tampoc s’observa una modificacié en [Iestabilitat dels
components.

Donat que aquesta forma de tractament amb altes concentracions d’antibiotic
durant un temps d’exposicio elevat aconsegueix ['esterilitzacié del catéter
sense que calgui la seva retirada la fan, encara que calgui la seva
optimitzacid, una técnica a considerar en els casos en qué es vulgui

conservar el catéter (151). Aquesta técnica aporta els seglients avantatges:
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En ocasions, evita el tractament sistémic i els seus efectes secundaris
(10,23,27,139,173,174). Incrementa i manté la concentracié local d’antibiotic
(13) de forma perllongada (73,151) ja que en estudis fets amb antibiotics com
gentamicina i vancomicina no s’observa disminucié de la seva activitat (10).
Aquest fet permet eliminar rapidament els bacteris susceptibles (10) i evita

I'aparicié de microorganismes resistents durant el tractament (11).

En no veure’s afectada la farmacocinética de I'antibidtic (173) i el fet que
sovint no cal 'administracié dels antibidtics per via sistémica, elimina la
necessitat de monitoritzar els nivells plasmatics d’antibiotic (139).

A diferéncia de la perfusio continua d’antibidtics i donat que el catéter esta
tancat, disminueix el risc de disseminacié6 hematdogena de microorganismes
(9,139).

Es més cost-efectiu ja que permet una disminucié de I'estada hospitalaria
(23,27,73), fet que millora la qualitat de vida del pacient perqué, i en cas que
sigui possible, permet que aquest acabi el tractament a domicili (27). Aix0 és
especialment important en pacients amb malalties de base greus que els
limiten per a desenvolupar-se de forma normal i que necessiten ingressos
hospitalaris freqients (23,174).

També permet perllongar la durada dels catéters, ja que aconsegueix
esterilitzar-los o incrementar el temps durant el qual estan lliures d’infeccié
(174).

La teécnica de l'antibidtic-lock encara té, perd, un conjunt de temes i quiestions
per resoldre. D’entre elles es poden destacar:

Quin paper pot jugar I'heparina en el tractament local de la infeccid per
catéter?; quin és I'antibiotic d’eleccié per a tractar les infeccions del catéter en
relacié al microorganisme causal? (175); si I'administracié local d’antibiotic
esterilitza només la superficie interna del catéter (10,175) o bé també
l'externa; quines han de ser les concentracions a les que s’administra
antibidtic; i si durant el tractament es mantenen altes concentracions a
l'interior del catéter. També cal saber si s’evitara aixi I'aparicid de resisténcies

a l'antibiotic per I'exposicié mantinguda de nivells efectius d’antibiotic.
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Un altre dels punts importants és quina ha de ser la durada del tractament
que oscila entre 5 a 8 dies (10,11,73,174) fins a dues setmanes (13,144), si
aquest tractament ha danar associat a tractament sistémic simultani/
sequencial o no quan hi ha bacteriemia acompanyant, tampoc no esta ben
definit (11,175,176). Hi ha estudis que no troben diferéncies en si es fa o no
I'antibiotic-lock després d'un tractament sistémic, tot i que la metodologia de
realitzacié de I'estudi pot haver influenciat la distribucié dels malalts en els
grups de tractament i, per tant, els resultats (176). En cas de malalts en
hemodialisi, aplicant vancomicina o ciprofloxacina a 100 ug/mL en heparina al
5% després de cada sessido d’hemodialisi durant 15 dies s’ha demostrat que

s’aconsegueix curar les infeccions per catéter (144).

El paper de I'associacié amb anticoagulant (2) també és encara discutit ja que
hi ha séries que troben que l'associacié a certs antibiotics déna més bons
resultats que l'antibiotic sol mentre que altres els troben pitjors, potser per la
formacio de precipitats que inactiven antibidtics com la vancomicina (171). A
més, no queda clar si I'associacié a algun tipus d’anticoagulant pot produir o

no una disminucio de l'activitat de I'antimicrobia (151).

1.8- Models experimentals.

Es doncs per I'elevada incidéncia d’aquesta infeccio, el volum dels recursos
sanitaris que consumeixen els pacients afectes d’aquesta patologia, i els
dubtes encara existents quant al tractament mitjancant la técnica de
I'antibiotic-lock pel que s’han desenvolupat diversos models “in vitro” i “in
vivo”. Es presenta aquest treball que pretén ajudar a resoldre algunes de les

questions plantejades anteriorment.

Veiem abans, perd, algunes de les caracteristiques dels models

desenvolupats fins el moment:

1.8.1- “In vitro”. Models amb botelles.
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Els models experimentals “in vitro” sobre la infeccié per catéter s’han centrat
en 'estudi de I'adheréncia dels microorganismes a superficies plastiques, per
avaluar el risc d’infeccié de certs models o tipus de catéter o bé investigar
aspectes terapéutics i de prevencio.

Els inconvenients fonamentals d’aquests models sén: el fet que usen
segments de catéter i no catéters complets; son models estatics, que no
tenen en compte la influeéncia del medi intern ni del flux circulatori en la
patogénia de la infeccid, i no inclouen la connexié, com hem vist factor clau en
les infeccions per catéter (177).

Dels models existents, el proposat per José Luis Pérez, que incorpora
catéters complets, dels quals hi ha un segment que es troba a temperatura
corporal, aixi com la preséncia al segment distal d’'un coagul de fibrina

artificial suposa una milloria real a aquests models (178).

Pel que fa als models “in vitro” desenvolupats per a I'estudi del tractament de
la sépsia per catéter ja al 1994 Pascual i col.laboradors troben que
l'associaci6 d’amikacina o rifampicina als glicopéptids té capacitat
d’'esterilitzar el catéter i quan els glicopéptids s’administren sols, és la
teicoplanina la que déna més bons resultats per sobre de la vancomicina, tot i
que cap dels dos aconsegueix esterilitzar el catéter. A més, aquests autors
troben un efecte relacionat amb la composicié del material del catéter, i sén
els de poliureta els que permeten més bona activitat comparat amb els de

polivinilclorat (179).

1.8.2- “In vivo”. Models animals.

Hi ha dos fets rellevants en la historia dels antibidtics que poden establir el
significat dels models animals d’infeccidé per a valorar I'eficacia i la toxicitat
d’'un determinat antibiotic. EI primer va ser la troballa que Prontosil, una
sulfamida, protegia els ratolins de la infecci6 per S. pneumoniae (180).
Posteriorment, Chain i col.laboradors van demostrar, també en ratolins, que la
penicil.lina era eficag en el tractament de les infeccions sistémiques per cocs

gram positius. El fet que tant sulfamides com penicil.lina fossin eficaces i no
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toxiques en el tractament de les infeccions en humans va ser corroborat en

estudis clinics posteriors (181).

Els models animals d’infeccié fan de pont d’'unid entre els estudis de
caracteritzacié d’un antibiotic “in vitro” i en clinica humana. Permeten
I'avaluacié i el desenvolupament de nous farmacs tant en la seva vessant
farmacocinética com toxicoldgica o d’eficacia terapéutica. A més, I'is de certs
models pot permetre el millor coneixement de la fisiopatologia de les
infeccions aixi com la definicié de noves pautes d’eficacia terapéutica.

Qualsevulga nova substancia que demostri un cert efecte “in vitro” ha de ser
sotmesa a un model animal per a valorar la seva possible eficacia terapéutica.
En el cas dels antibiotics i els models animals, aquests sotmeten a la
molécula a una série de condicions (tant mecanismes de defensa de I'hoste
com processos metabolics) que poden alterar l'activitat antimicrobiana

demostrada “in vitro”.

En qualsevol cas, les troballes dels models experimentals poden predir els
resultats de l'activitat en humans. Tot i aixo, I'aparicié de noves molécules i
nous models animals permet afirmar que quant major és I'experiéncia i el
nombre de dades obtingudes, els resultats dels models sén menys
extrapolables als humans. Aixd0 ho demostra I'estudi fet per Zak i Sande que
després de comparar els resultats dels estudis “in vitro” i en models animals
en més de 2000 nous antimicrobians van comprovar que I'efecte antibacteria
“in vitro” podia ser comprovat només en prop del 40 % dels casos. Per altra
banda, en quatre casos molécules que no havien demostrat cap activitat “in

vitro”, si la van demostrar “in vivo” (182).

1.8.2.1- Tipus de models animals.

Des de mitjan segle passat s’han desenvolupat més de mil models animals
diferents per a la investigacié de malalties infeccioses. Depenent del seu
objectiu, natura i poder predictiu poden dividir-se en diferents categories:
models basics d’escrining antimicrobia, monoparamétrics, ex-vivo i

discriminatius. D’aquests els tres primers sén molt basics i estan dissenyats
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per a demostrar un determinat efecte antibidtic aixi com per a valorar la seva

toxicitat i farmacocinética (183).

* Models basics d’escrining antimicrobia.

Aquest tipus de model satisfa els requeriments basics d’O’Grady per a
I'avaluacié inicial d’'un antimicrobia “in vivo”: técnica d’infeccié i tractament
senzill, curta durada de I'experiment (per a disminuir les influencies
ambientals), evolucié de la infeccio i resultats reproduibles i facil avaluacio
dels resultats, preferiblement amb un Unic parametre a analitzar del tipus “tot
ores” (184).

El més usat d’aquest models és el de la sépsia en ratolins (185) i també el
d’'infeccié en cuixa de rata-ratoli (186). En aquests models la infeccié és
induida per un indcul que garanteix la mort (o inflamacié de l'orga -per
exemple, la cuixa-) de tots els animals que posteriorment sén tractats amb
una pauta estandard que s’inicia en el moment de la infeccid o molt aviat
després de ser instaurada. Aquests models no poden valorar de manera
adient I'eficacia terapéutica dels antibidtics, ja que actuen de manera diferent
a com es produeixen les infeccions en humans. A la practica clinica, els
antibidtics son administrats per a combatre les infeccions totalment
establertes i originades, en la majoria dels casos, per un inocul baix. Els
parametres utilitzats per a valorar o comparar l'eficacia sén: I'habilitat de les
diferents dosis d’antibiotic de protegir o perllongar la vida (o disminuir la
inflamacié de l'orga-la cuixa)- percentatge de supervivéncia- i la dosi que
protegeix de la mort al 50% dels animals (o que inhibeix la inflamacié de I'orga

-la cuixa-).

Aquests models s’'usen per a l'avaluacié inicial d’'un antibidtic donat. Tenen
com a avantatges que les técniques d'infeccié i de tractament sén molt
senzilles i econdmiques, els parametres d’avaluacié final sén molt simples i
'administracié per diferents vies (oral-parenteral) déna una idea de la seva

capacitat per a arribar als focus d’infecci6 distants del punt d’inoculacié.
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A més, en aquests models cal tenir present que la rellevancia dels resultats
esta lligada a les limitacions inherents al model que el diferencien clarament

del que s’esdevé en humans (187,188,189). D’entre elles:

a) L’evoluci6 invariablement fatal. La rapida difusié dels bacteris en
hores des del focus de la infeccio (p.e. la cavitat peritoneal) fins gairebé tots
els organs amb uns recomptes que poden ser de l'ordre de 10" ufc/mL no és
caracteristic de les infeccions en humans.

b) El curs fulminant, ja que els antibidtics s6n administrats en el
moment de la infeccio i els mecanismes de defensa de I'organisme apareixen
sota la influencia de l'antibidtic amb la qual cosa els seus efectes s6n més
profilactics que terapeutics.

c) Els resultats depenen en gran manera de l'indcul infectant. Un
augment de 1-2 log ufc pot fer que un antibidtic sigui ineficag. Per exemple,
cefamandol es converteix en un antibidtic ineficag en ratolins amb septicémia
per E. coli productor de beta-lactamassa si s’augmenta l'inocul infectant de
5,3 a 7,3 log ufc/mL. Una disminucié semblant transforma a Penicil-lina G oral
en un tractament eficag per a infeccions estafilocociques en ratolins.

d) Les diferéncies farmacocinétiques i de metabolisme entre els
ratolins i ’'home afecten I'evolucio de la infeccid i poden dificultar I'extrapolacio
de resultats. Per exemple, el percentatge d’'unid a proteines plasmatiques de
cefazolina és del 14% a ratolins i del 85 % a I'home. Els antibidtics amb una
vida mitjana d’eliminacié molt curta als ratolins, com els betalactamics (ti,= 5
minuts) poden ser molt més eficacos a ’lhome on la vida mitjana pot ser major
o igual a una hora.

e) Quan s’usen ratolins s’ha de realitzar una acurada estandarditzacio
dels animals, donat que la soca dels ratolins (fins i tot el proveidor), I'edat o el
sexe, poden afectar el grau de susceptibilitat a la infeccid i, en definitiva, a

I’eficacia de I'antibidtic administrat.

Malgrat aquestes cinc limitacions comentades els models basics d’escrining
donen una informacid molt valida respecte de l'eficacia, toxicitat i vies
d’administracid més optimes. Amb els resultats d’aquests estudis es prenen
moltes decisions sobre la viabilitat d’un antibidtic concret.

* Models monoparameétrics.
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Sén aquells en qué s’estudia un Unic parametre per a valorar I'eficacia
antibidtica. Aquest parametre pot ser, per exemple, el recompte bacteria o bé

la concentracio d’antibiotic als teixits.

Sén semblants als anteriors i s'usen a fases més avancades de la
investigacié. S’apliquen per a obtenir informacié sobre qlestions que per
raons técniques o étiques serien impossibles de contestar en humans com,
per exemple, I'efecte de concentracions subinhibitories d’antibidtics o el de

tractaments curts.

* Models ”ex-vivo”.

Aquests models utilitzen un cos estrany, generalment implantat en el teixit
subcutani o peritoneu, que és infectat abans o després de la seva implantacio.
Alguns d’aquests models s’han wusat exclusivament per a estudis
farmacocinétics mentre que altres, com el model del cos estrany subcutani,
s’ha utilitzat també per a valorar I'eficacia d’antibiotics on, després d’un temps

variable, s’inicia el tractament de la infeccio ja establerta.

Els diferents models “ex-vivo” permeten avaluar la capacitat de difusié de
determinats antibidtics en infeccions capsulades, el percentatge de letalitat
bacteriana, els efectes dels antibiotics sobre la fisiologia i la morfologia
bacteriana, i la seleccio de resisténcies durant el tractament antibiotic.

La valoracié de I'eficacia del tractament es basa en diferents parametres com
la concentracid d’antibiotic en I'exudat, la densitat antibiotica del biofilm que
recobreix el cos estrany o el mateix exudat, segons el model del que es tracti.

Molts dels inconvenients comentats en els models d’escrining basic poden ser

aplicats a aquests models sobretot si s’'usen rossegadors petits.

* Models discriminatius.

Els models discriminatius estan ideats per a que s’assemblin el maxim a la

infeccié tal i com es produeix en humans (per exemple: endocarditis i
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osteomielitis en conills i rates o meningitis en conills). Els models
discriminatius tenen una seérie d’avantatges practics i cientifics sobre els
estudis clinics que els fa molt recomanables per a I'avaluacié de noves pautes
terapéutiques. Variables com l'estadi de la malaltia, la severitat de les
complicacions, I'heterogenicitat de la poblacié i la farmacocinética que soén
complexes i podrien confondre els resultats dels estudis clinics per la seva
gran variabilitat, poden mantenir-se de manera constant i inalterable en els
estudis en el model animal. Aixi els parametres que ens donaran els resultats
sén molt concrets i, per tant, facils de comparar estadisticament. A la vegada,
els resultats soén reproduibles fet que els déna més validesa. En darrer lloc, es
poden usar tants animals com calgui per a contestar les questions
comentades, cosa impossible de plantejar en malalties tant poc freqlients com
'endocarditis o la meningitis. En darrer lloc, aquests models han permés
contestar preguntes de tant dificil resposta en clinica com la importancia de
I'efecte antibiotic bactericida versus el bacteriostatic, el poder bactericida del
sérum com a factor predictiu, quina és la dosi minima efica¢ o l'interval de

dosificacid més favorable d’un antibidtic, entre d’altres.

En general, podem dir que les caracteristiques del model animal ideal son
(182,183,190): que la técnica de la infeccid sigui facil, que el microorganisme
causal, la porta d’entrada, la via de disseminacié de la infecci6é i el grau
d’'afectacio tisular siguin identics o bastant similars a la situacié en humans;
que la severitat, I'evolucié de la malaltia i la seva durada siguin reproduibles i
facils d’analitzar; i finalment, que leficacia del tractament sigui facilment
mesurable i reproduible i I'animal utilitzat el més barat possible.

Malgrat tots aquests avantatges, I'extrapolacio dels resultats a humans ha de
fer-se amb cautela. Per a evitar al maxim els errors cal tenir en compte les

seguents consideracions:

1.- La infecci6 ha de mimetitzar el maxim el que esdevé en humans,
fonamentalment el que es refereix a I'indcul que la indueix, a la resposta de
'hoste i a I'evolucioé de la malaltia.

2.- En estudis d’eficacia terapéutica, ha d’existir una comparacio amb les
pautes de tractament reconegudes com a estandard de demostrada eficacia

clinica.
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1.8.2.2- Aspectes étics i legislatius.

Entre els investigadors que fan us de I'animal de laboratori existeix un codi de
conducta que queda ben reflexat en les Normes publicades per '’Académia
Suissa de les Ciéncies Mediques i I'’Académia Suissa de les Ciéncies.
Aquests principis, que poden ser el fonament de les diferents normes i regles

de nivell més concret son (191):

1. No realitzar experiments sense necessitat. Tot experiment ha d'estar
precedit d’'una deliberacio acurada.

2. Ningun animal ha de sufrir innecessariament.

3. Si el dolor és inevitable, ha de ser totalment justificat per al coneixement
que se n’adquirira amb els experiments.

4. Cada investigador assumeix completament la responsabilitat de les seves

accions.

Un altre dels principis basics en experimentacié animal es basa en la regla de
les tres erres de Russell i Birch (192): reduir, reemplagar i refinar. Aixo és,
reduir al maxim el numero d’animals utilitzats, reemplagar en la mesura del
possible el numero d’animals per técniques experimentals “in vitro” i refinar la

técnica al maxim per a reduir el sofriment animal.

La legislacié sobre I'is i proteccié dels animals utilitzats en experimentacié i
altres fins cientifics va ser elaborada pel Consell d’Europa el 1986 (193). Al
nostre pais, la investigaci® amb animals esta legislada pel Reial Decret
223/1988 de 14 de Marg de 1988 (194), per I'Ordre del 13 d’'Octubre de 1989
(195) i pel Instrumento de Ratificacién del Convenio Europeo (196) i, en
concret, a la Comunitat Autbnoma de Catalunya per la Llei 5/1995 de 21 de
juny (197) i pel Decret 214/1997 de 30 de juliol (198) pel qual es regula la

utilitzacié d’animals per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

A la Directiva del Consell d’Europa relativa a la proteccié dels animals per a
experimentacié i altres fins cientifics, els estats membres estan d’acord en

que: ”... 'hnome té l'obligacid6 moral de respectar tots els animals i de
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considerar la seva capacitat de sofriment i de memodria. En les seves
questions referents a coneixement cientific i salut, 'home té la necessitat
d'usar animals si existeix un suposit raonable que els resultats seran
beneficiosos per a 'home...”. Per altra banda es considera que la Directiva del
Consell d’Europa “t¢é com objecte harmonitzar la legislacié dels diferents
estats membres de la CEE pel que fa a la proteccié dels animals usats per a
aquests fins, garantitzant al mateix temps que el nombre d’animals usats en
aquests tipus de practiques es redueixi al maxim i que, en tot cas, se’ls
concedeixi un tracte que eviti al maxim el dolor, el sofriment, I'estrés o la lesid
perllongada innecesariament i de manera que es fomenti la posta a punt de
técniques alternatives que puguin aportar el mateix nivell d’'informacié que
I'obtingut amb experiments amb animals i que suposin una menor utilitzacié
d’'aquests (193).
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Il- HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS.

2.1- Hipotesi de treball.

Hem treballat amb la seguent hipotesi:

L’antibiotic-lock és un métode util pel tractament local de la infeccié de

catéter.

2.2- Objectius.

El treball té els objectius detallats a continuacio:

1.- Estandarditzar un model experimental de bacteriémia associada a
catéter per S. aureus meticilin-sensible que permeti valorar diverses

pautes de tractament sense la retirada del catéter.

2.- Avaluar la utilitat de I’heparina en el tractament antibiotic local de

la infeccid de cateéter.

3.- Avaluar l'eficacia de diferents pautes antibiotiques en el

tractament local de la infeccié de catéter.

47



Material i métodes

ll- MATERIAL | METODES.

3.0- Microorganisme.

Per a l'estudi “in vitro” es van utilitzar 12 soques de S. aureus obtingudes
d’hemocultius de pacients amb sépsia per catéter ingressats als hospitals de
la Vall d’Hebron de Barcelona.

Per a I'estudi del model animal es van usar les dues soques de S. aureus que
van mantenir un comportament més homogeni en els experiments

d’estandarditzacié del model.

Proves d’identificacid.

A totes les soques de l'estudi se’ls va reconfirmar la identificacié de génere i
especie mitjangant la prova de la coagulassa en tub amb plasma citratat de
conill, la prova de la DNAssa i una prova d’aglutinacié en porta (Staphy-

slide®).

Métode d’emmagatzematge.

Per a preparar 'emmagatzematge es van inocular 6-7 coldnies de cada una
de les soques en MHB i es van incubar durant 8 h a 37° C en aire ambient.
Posteriorment, van ser sembrades en plaques de MHS i incubades durant 18-
20 h a 37° C en aire ambient. Després 100-150 coldnies van ser resuspeses

en aliquotes d’'un mL de medi Skim-milk i congelades a -80° C.
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3.1- Estudis “in vitro” per avaluar [Pactivitat de diverses pautes

antibidtiques de tractament de les infeccions de catéter per S. aureus.

3.1.1-CIM i CBM d’ heparina i antibiotics.

La CIM i la CBM dels antibiotics provats en les soques de I'estudi es van fer
per macrodilucié segons les normes de la NCCLS (199, 200). Per a la
determinaci6 de la CIM i la CBM dheparina es va seguir la mateixa
metodologia.

Els indculs es van preparar de cultius en fase de creixement exponencial per
aconseguir una concentracié final de 10° ufc/mL. El medi d’estudi de la

sensibilitat va ser el Brou de Mueller Hinton amb cations ajustats.

En el cas de la determinacio de la CIM d’heparina, les soques en estudi es
van inocular en dilucions seriades d’heparina amb un interval final de
concentracions de 1000-6000 Ul/mL. En el cas de la determinacié de la CIM
dels antibidtics es van inocular en dilucions dobles progressives de
vancomicina i de ciprofloxacina (interval final: 0,06-32 pug/mL) i de rifampicina
(interval final: 0,0002-128 pug/mL) en MHB.

Es va utilitzar com a soca control la soca S. aureus ATCC 29213. Per a
confirmar la puresa i determinar la concentracié de l'indcul es van utilitzar
subcultius. Els tubs que contenien I'indcul bacteria en dilucions d’heparina,
vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina van ser incubats durant 24 h a 37° C

en aire ambient.

Pels estudis d’antibidtics la CIM va ser considerada com la concentracié més
baixa d’antibidtic que inhibia el creixement visible del microorganisme en
estudi (199).

La CBM es va determinar mitjangant els subcultius quantitatius en MHS de
100 uL del tub amb la concentracido d’antibiotic més alta que presentava
creixement visible i de tots els tubs sense creixement visible. Les plaques es

van incubar durant 48 h a 37° C en aire ambient. La CBM es va considerar
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com la menor concentracio d’antibidtic que produia una reduccié de l'indcul

inicial major o igual a 99,9% (200).

Es va definir CIMsy com la concentracié d’antibidtic capag¢ d’inhibir el
creixement visible del 50% de les soques de l'estudi i CIMgy com la
concentracié d’antibiotic capa¢ d’inhibir el creixement visible del 90% de les
soques de 'estudi.

Es va definir CBMsy com la concentracié d’antibidtic que va resultar
bactericida pel 50% de les soques de I'estudi i la CBMg, com la concentracié

d’antibidtic que va resultar bactericida pel 90% de les soques de I'estudi.

Per a l'estudi de I'heparina es van considerar les mateixes definicions

anteriors.
Totes les determinacions es van fer per triplicat.

Es descriu tot seguit el procés de preparacié de l'indcul, comu per a les

determinacions de CIM:

Preparacié de I'inocul.-
a. Es va descongelar una aliquota del cultiu demmagatzematge dels
microorganismes a estudiar. Es van subcultivar 50 uL per duplicat en MHS a
37° C durant 18-20 h en aire ambient.
b. De la placa de MHS, es van aillar 5-7 colonies ben diferenciades i es
van inocular en 5 mL de MHB precalentat a 37° C. Es van incubar a 37° C
durant 2 a 4 h fins aconseguir que el cultiu tingués una terbolesa equivalent al
patré n° 0,5 de l'escala de McFarland (Bacto McFarland Barium Sulfate
Standards® Difco S.A.). Amb aquesta terbolesa I'indcul aproximat va ser de
108 ufc/mL en fase de creixement exponencial.
C. Es van preparar 6 mL d’una dilucié 1/1000 de l'indcul en MHB ajustat
al patré n° 0,5 de I'escala de McFarland, de la manera segtient:

0,2 mL (108 ufc/mL) + 1,8 mL MHB = 2 mL (10" ufc/mL)

0,2 mL (107 ufc/mL) + 1,8 mL MHB =2 mL (10° ufc/mL)

0,6 mL (10° ufc/mL) + 5,4 mL MHB = 6 mL (10° ufc/mL)
CIM i CBM d’heparina.
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Concentracio Inhibitoria Minima.

El volum que es va preparar depenia del nimero de soques a estudiar,

variable segons I'experiment.

* Preparacio de les dilucions seriades d’heparina.-

a. Es van marcar nou tubs estérils de vidre de 16x100 mm amb tap
metal.lic.
b. Es van preparar 8 mL d'una soluci6 mare d’heparina en sérum

fisiologic estéril a una concentraci6 de 12000 Ul/mL, segons la férmula
indicada a la pagina 53, per la preparacioé de la solucié mare dels antibiotics.
L’heparina va ser subministrada per la Sociedad Espafiola de Especialidades
Farmaco-terapéuticas S.A. (Barcelona, Espana).

C. Amb pipeta calibrada es van preparar dilucions seriades d’heparina en

MHB al doble de la concentracio final desitjada, segons I'esquema detallat a

continuacié:

1. Preparar H 12000 Ul/mL

2. H 10000 Ul/mL =1,7 mL 1. + 0,3 mL MHB
3. H 9000 UI/mL =1,5mL 1. + 0,5 mL MHB
4. H 8000 Ul/mL =1,3mL 1.+ 0,7 mL MHB
5. H 6000 UI/mL=1mL 1. + 1 mL MHB

6. H 5000 Ul/mL =0,83 mL 1. + 1,17 mL MHB
7. H 4000 Ul/mL =0,7 mL 1. + 1,3 mL MHB
8. H 3000 UI/mL=0,5mL 1. + 1,5 mL MHB
9. H 2000 UI/mL =0,3mL 1. + 1,7 mL MHB

d. Es van marcar 9 tubs estérils de vidre de 13x100 mm per a cadascuna
de les soques que es van estudiar amb les concentracions d’heparina de cada
tub. Es van dispensar 0,5 mL de cada dilucié d’heparina a cadascun dels
tubs.

e. Es van utilitzar dos tubs més, un com a control de creixement i un altre

amb 1 mL de MHB com a control d’esterilitat del medi.

| finalment,
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f. Es van dispensar mitjangant pipeta calibrada 0,5 mL de l'indcul diluit
(10° ufc/mL) en cadascun dels 9 tubs que contenien les dilucions seriades
d’heparina i en el tub de control de creixement.
g. La concentracié final de l'indcul va ser de 10° ufc/mL ja que es va
realitzar una dilucié 2 de l'indcul preparat.
h. Es van incubar els tubs resultants a 37° C durant 24 h en aire ambient.
i. A més, per a comprovar la puresa i la concentracio de I'indcul, es van
fer dilucions decimals fins 1/100 del tub de I'indcul de la manera seguent:

0,2 mL (10° ufc/mL) + 1,8 mL MHB =2 mL (10* ufc/mL)

0,2 mL (10* ufc/mL) + 1,8 mL MHB = 2 mL (10° ufc/mL)

0,2 mL (10° ufc/mL) + 1,8 mL MHB = 2 mL (10? ufc/mL)
Es van inocular 100 uL d’aquesta suspensié en MHS. Es van estendre per la
superficie de la placa usant una nansa estéril. Es van incubar aquestes
plaques a 37° C durant 24 h en aire ambient.
j- A les 20 h d’incubacio, es van agitar els tubs sense creixement visible
amb un agitador durant 15” i es van reincubar durant 4 h més.
k. Es van llegir els resultats d’inhibicié6 macroscopica i es van registrar en

un full de resultats.

Tots els experiments es van realitzar per triplicat.

Donats els resultats obtinguts de la determinacio de la CIM en fase de

creixement exponencial, no es va fer la determinacié de la CBM d’heparina.

CIM i CBM de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina.

* Preparacio de les solucions mare dels antibiotics.-

La solucié mare va ser preparada a partir de substancia pura valorada de
vancomicina (Dista S.A.), ciprofloxacina (Bayer S.A.) i rifampicina (Sigma
Chemical CO).

Es van preparar solucions per emmagatzemar de vancomicina (poténcia 919
ug/mgq), de ciprofloxacina (poténcia 856 ug/mg) i de rifampicina (poténcia 950
ug/mg) en aliquotes d’1 mL a una concentracié de 1000 ug/mL. Com a solvent

es va usar aigua destil.lada en el cas de la vancomicina i la ciprofloxacina i
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metanol en el cas de la rifampicina per a aconseguir la concentracio indicada

segons la férmula seguent (201):

Volum de solvent (mL)=_pes substancia pura(mg) x poténcia de 'antibiotic (ng/mq)

concentracié desitjada (ug/mL)

Una vegada preparades les solucions dels tres antibidtics es van aliquotar i es

van congelar a -80° C.

Per a les determinacions de la sensibilitat de vancomicina dels bacteris en

biocapa la concentracio de les solucions mare va ser de 2000 png/mL.

Concentracio Inhibitoria Minima.

* Preparacio de les dilucions d’antibiotic.-
a. Es va descongelar una aliquota de solucié mare de vancomicina, de
ciprofloxacina o rifampicina. Com a diluent per a vancomicina, ciprofloxacina i

rifampicina es va utilitzar aigua destil.lada.

b. Es van marcar 20 tubs estérils de vidre de 16x100 mm amb tap
metal.lic.
C. A partir de la solucié mare, i segons la férmula a baix indicada, es va

preparar amb MHB un volum final de 8 mL a una concentracid doble de la
maxima de linterval per a cada antibiotic. Aquest va ser el tub que varem
denominar n°® 1.

Csm.(1000 pg/mL)xVsm=Cs (256 pg/mL)xVs .

C: concentracio
V: volum

s.m.: solucié mare
s.f.: soluci6 final

d. Es van afegir 4 mL de MHB dels tubs n°® 2 al n° 20.
e. Es van transferir 4 mL del tub n°® 1 al n° 2 i es van agitar. Es van

canviar la punta de la pipeta i es va repetir el procediment fins al tub n°® 20.
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Aixi, I'interval de concentracions d’antibiotic va ser el seglent:

TUB Concentracio d’antibiotic

(n°) (ng/mL)

1 256

2 128

3 64

4 32

5 16

6 8

7 4

8 2

9 1

10 0,5

11 0,25

12 0,12

13 0,06

14 0,03

15 0,015

16 0,008

17 0,004

18 0,002

19 0,001

20 0,0005
f. Per a cada soca i per a cada antibiotic es van marcar 20 tubs estérils

de vidre de 13x100 mm amb tap metallic amb la concentracié final
d’antibiotic, meitat de l'interval de concentracions assenyalat. Es van transferir
0,5 mL dels tubs on s’havien preparat les concentracions inicials als nous
tubs.

g. Es van utilitzar dos tubs més, un com a control de creixement i un altre
amb 1 mL de MHB com a control d’esterilitat del medi.

h. Es van transferir mitjancant pipeta calibrada 0,5 mL de l'inocul diluit
(de lordre de 10° ufc/mL), preparat segons les indicacions anteriors, a
cadascun dels 20 tubs que contenien les dilucions seriades de 'antibiotic i al
tub control de creixement. El volum d’indcul preparat per aquests experiments
va ser de 12 mL. El volum final de cada tub va ser de 1 mL.

i. Com a control de puresa i concentracié de I'indcul es va utilitzar el
mateix a l'indicat a I'apartat i., pagina 52.

j- Es van incubar els tubs resultants a 37° C durant 24 h en aire ambient.
k. A les 20 h d’incubacio, es van agitar els tubs sense creixement visible
amb un agitador durant 15” i es van reincubar durant 4 h més.

l. Es van recollir les dades de CIM en un full de resultats.
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Els procediments que s’han descrit es refereixen a les determinacions dels
tres antibiotics en estudi. L'interval final de concentracions de rifampicina va
ser de 0,0002-128 ug/mL, perd per a les determinacions de vancomicina i de

ciprofloxacina I'interval final de les concentracions va ser de 0,06-32 pg/mL.

Concentracié Bactericida Minima.

a. Una vegada registrada la CIM es van agitar de nou els tubs en
I'agitador. Es van inocular 100 uL de tots els tubs sense creixement i del tub
amb la concentracio més alta d’antibiotic amb creixement en plaques de MHS.
Aquest volum es va estendre sobre la placa mitjangant una nansa estéril. Es
van incubar les plaques a 37° C en aire ambient durant 48 h.

b. Es va comptar el numero de coldnies. La concentracié que assolia una
reduccio de I'indcul inicial major o igual al 99,9% es va registrar com a CBM

en un full de resultats.

El control de qualitat de la técnica de sensibilitat “in vitro” es va realitzar:

1. Amb la soca S. aureus ATCC 29213 com a control de referéncia en
cada sessi6 de treball en les determinacions de la CIM de I'antibiotic. Si la
CIM de la soca control utilitzada (S. aureus ATCC 29213) estava fora de
l'interval acceptat, es rebutjaven els resultats obtinguts.

2. Un tub de control de creixement en brou inoculat amb cadascuna de
les soques utilitzades en cada sessio i sense heparina o antibiotics.

3. Mitjancant el subcultiu quantitatiu de la dilucié del cultiu d’estafilococ
que es va inocular en els tubs amb les diferents concentracions d’heparina i
d’antibiotic.

4, Un tub de control d’esterilitat amb brou sense heparina, antibidtics ni
microorganismes.

5. I mitjancant la realitzacio dels experiments per triplicat.
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3.1.2- CIM i CBM de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina en front de

bacteris en biocapes.

Per a la determinaci6 de la CIM i de la CBM dels antibiotics en estudi front de
bacteris formant biocapes, es va seguir el métode proposat per Ramirez de

Arellano i col.laboradors (117) .

Per a cada experiment es van preparar segments de catéter de 0,5 cm de
longitud que es van introduir en un flasc6 amb MHB i es van autoclavar.
Posteriorment, es van inocular amb la soca a estudiar i es van incubar durant
24 h a 37° C en aire ambient. Després d’aquest periode, es van obtenir dos
tipus de creixement: bacteris dispersos en el brou en fase estacionaria de
creixement o bacteris plactonics; i bacteris adherits a la superficie dels
segments de catéter, que varem anomenar fase adherent o biocapa.

Es va determinar per separat la sensibilitat als antibidtics d’aquests dos tipus
de creixement bacteria. Aixd vol dir que es van preparar simultaniament dues

bateries de tubs per a la determinacié de la CIM en cada fase de creixement.

Per a la determinacié de la CIM i de la CBM dels bacteris en fase estacionaria
es va adaptar la metodologia de la NCCLS pel métode de la macrodilucid,
especificada anteriorment.

Per a la determinacid de la CIM en fase adherent es van adaptar les
indicacions de la NCCLS utilitzant com a indcul segments de catéter amb

biocapa bacteriana.

Per a la determinacié de la CBM dels bacteris adherits en superficie plastica
es van resuspendre els catéters en MHB esteéril i es van sonicar a 50 Hz
durant 5 minuts per a desenganxar els bacteris i es van centrifugar a 3000
rom durant 10 minuts dues vegades per a fer desaparéixer I'antibiotic.
Posteriorment, es va fer una sembra quantitativa de 100 puL a 37° C durant 48
h en plaques de MHS d’aquells tubs que no havien presentat creixement
visible i d’aquells amb la concentracié antibidtica més alta que havia presentat

creixement.
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Es van considerar les mateixes definicions de CIM i CBM que en el cas dels
estudis de sensibilitat en els que es van emprar bacteris en fase de

creixement exponencial.

Es descriuen tot seguit els procediments realitzats per a la determinacié de la

CIM i de la CBM en fase estacionaria i en fase adherent.-

Concentracio Inhibitoria Minima.

* Preparacio dels segments de catéter.-

a. Es van preparar segments de catéter de silicona de 0,5 cm de longitud
(SILASTIC®, ID/OD: 0.45/0.77 A Dow Corning Corporation, MI, USA) i es van
introduir en 30 mL de MHB en flascé de vidre.

b. Per a cada experiment de CIM i CBM en biocapa es van preparar 60
segments de catéter. A continuacio es van esterilitzar pel métode d’autoclavat
a 121° C durant 15 minuts.

C. Es van deixar refredar a temperatura ambient i es van emmagatzemar

a 4° C fins el dia de I'experiment.

* Preparacio de I'inocul.-

a. Es va descongelar una aliquota del cultiu demmagatzematge del
microorganisme a estudiar. Es van subcultivar 50 uL per duplicat en MHS a
37° C durant 18-20 h en aire ambient.

b. El flascé de vidre estéril amb els segments de catéter en MHB, que
préviament s’havia deixat atemperar, es va inocular amb 5-7 colonies de la
soca a estudiar. Es va incubar en estufa a 37° C durant 24 h en aire ambient.
C. Passat aquest temps, es va procedir al processat per separat de les

dues fases.
Es va separar la fase estacionaria de la fase adherent decantant I'inocul de la

fase liquida en tub estéril de vidre de 16x100 mm amb tap metal.lic i els

segments de catéter en una placa de Petri estéril.
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* Preparacio de les dilucions d’antibiotic.-
A partir de les solucions mare, es van preparar dilucions de vancomicina,
ciprofloxacina i rifampicina amb MHB el mateix dia d’ds, com s’ha explicat

anteriorment a I'apartat 3.1.1., pagina 53.

Els intervals de concentracions estudiats per a cada antibiotic s’'indiquen a la

taula adjunta:

Interval de concentracions (ug/mL)
Fase estacionaria Fase adherent
Vancomicina 0,12-512 0,25-1024
Ciprofloxacina 0,12-128 0,25-256
Rifampicina 0,0001-128 0,0002-256

* Processament de la CIM en fase estacionaria.-
Els procediments van ser els mateixos que els indicats anteriorment per a la
determinacio de la CIM, perd amb un indcul en fase estacionaria de

creixement.

a. Per a preparar un indcul aproximat de 10° ufc/mL, es va diluir el brou
amb un creixement bacteria estacionari amb MHB estéril per ajustar la seva
terbolesa al patré n° 0,5 de I'escala McFarland. Aleshores, es van fer dilucions
decimals de I'indcul amb una terbolesa ajustada fins a la dilucié 1/1000 de la

manera seguent:

1 mL (108 ufc/mL) + 9 mL MHB = 10 mL (107 ufc/mL)
1 mL (10" ufc/mL) + 9 mL MHB = 10 mL (10° ufc/mL)
3 mL (10° ufc/mL) + 27 mL MHB = 30 mL (10° ufc/mL)

Ja que I'experiment es va realitzar per ftriplicat, es van preparar 30 mL de la
darrera dilucié, 10 mL per a cada un dels experiments a realitzar.

Es va preparar una bateria de tubs estérils de 13x100 mm de vidre amb 20
tubs i es van marcar les concentracions finals, segons 'antibiotic estudiat.

b. Es van dispensar 0,5 mL de cada dilucié d’antibiotic a cada tub.
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C. Es van transferir 0,5 mL de la diluci6 de l'indcul en fase estacionaria a
cadascun dels tubs.

d. Es van incubar a 37° C durant 24 h en aire ambient.

e. A les 20 h d’incubacio, es van agitar els tubs sense creixement visible
amb un agitador durant 15” i es van reincubar durant 4 h més.

f. Es van recollir les dades de CIM en un full de resultats.

Aixi, I'interval de concentracions en I'estudi de sensibilitat de la rifampicina va
ser de 0,0001-128 ug/mL. En el cas de la vancomicina linterval va ser de

0,12-512 ug/mL i el de la ciprofloxacina va ser de 0,12-128 ug/mL.

* Processament dels bacteris en fase adherent o en biocapes.-

a. Per a assegurar al maxim que la prova de sensibilitat es feia exclusivament
en els bacteris que estaven adherits al catéter, amb pinces estérils es va fer
un rentat mitjangant un passi progressiu dels segments del catéter per tres
plaques de Petri amb MHB estéril i es va agitar. D’aquesta manera es van
eliminar els bacteris que no estaven adherits al catéter.

b. Es va preparar una bateria de tubs estérils de vidre de 13x100 mm per a
I'estudi de la fase adherent amb un mL de cada concentracié d’antibidtic. Com
a inodcul, es va afegir a cada tub un segment de catéter.

L’interval de concentracions va ser de 0,25-1024 ug/mL per a vancomicina, de
0,25-256 pug/mL per a ciprofloxacina i de 0,0002-256 ug/mL per a rifampicina.
c. Esvanincubar a 37° C durant 24 h en aire ambient.

d. Ales 20 h d’'incubacid, es van agitar els tubs sense creixement visible amb

un agitador durant 15” i es van reincubar durant 4 h més.

Es va prendre com a definici6 de CIM la mateixa indicada anteriorment
(apartat 3.1.1., pagina 49).

Per la quantificacié de l'inocul adherit es va sonicar 5 minuts a 50 Hz un dels
segments del catéter submergit en 1 mL de MHB. Es van sembrar 100 uL en
MHS de les dilucions adients per a recompte i es van incubar 24 h a 37° C en

aire ambient.

Concentracié Bactericida Minima.
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* Processament dels bacteris en fase estacionaria.-
Com s’ha indicat anteriorment, es van adaptar els procediments descrits

segons les normes de la NCCLS per a la determinacié de la CBM (200).

* Processament dels bacteris en fase adherent o en biocapes.-

a. A les 24 h d’incubacio es va retirar el medi de cultiu de tots els tubs sense
creixement visible fins al tub amb la concentraci6 més alta en la que es va
observar creixement i es va canviar per un mL de MHB estéril.

b. A continuaci6 es van sonicar a 50 Hz durant 5 minuts i es van centrifugar a
3000 rpm durant 10 minuts.

c. Es va decantar el sobrenedant i es va resuspendre el sediment amb 1 mL
de MHB estéril. Es va repetir el centrifugat a 3000 rpm durant 10 minuts.
L’objectiu del doble centrifugat va ser eliminar les restes d’antibiotic.

d. Es va decantar de nou el sobrenedant i es va resuspendre el sediment
amb 1 mL de MHB.

e. Es van agitar els tubs 5” i es van sembrar 100 uL en placa de MHS.

f. Es vaincubar durant 48 h a 37° C en aire ambient.

g. Es va comptar el nimero de colonies i es va anotar en un full de resultats.

Es va prendre com a definici6 de la Concentracid Bactericida Minima la

mateixa indicada anteriorment (apartat 3.1.1., pagina 49).

El control de qualitat de la técnica de sensibilitat “in vitro” es va realitzar:

1. Incubant a cada sessi6é de treball un tub de control de creixement en
MHB lliure d’antibidtic inoculat amb la soca en estudi.

2. Incubant a cada sessi6 de treball un tub en MHB lliure d’antibidtic
inoculat amb un segment de catéter amb la biocapa de la soca utilitzada a
cada sessio com a control de creixement.

3. El subcultiu quantitatiu de I'indcul. D’aquesta manera es van poder
detectar contaminacions i quantificar I'inocul.

4. Incubant a cada sessié de treball un tub de control d’esterilitat amb
brou sense antibidtic ni microorganisme.

5. Mitjancant la realitzacio dels experiments per triplicat.
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3.1.3- Avaluacio “in vitro” de I’activitat antimicrobiana de combinacions

de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina o rifampicina.

L’existéncia de sinérgia, antagonisme o indiferéncia entre vancomicina o
ciprofloxacina amb heparina o rifampicina davant de soques d’estafilococ es
va estudiar mitjancant el métode de les corbes de letalitat (201).

Aquesta técnica es basa en la quantificacid dels bacteris a uns temps
predeterminats en cultius amb antibiotics sols o en combinacié. En el nostre
estudi els temps van ser de 4 i de 24 h. També varem utilitzar aquesta técnica

per a estudiar les interaccions dels antibiotics amb heparina.

Els estudis de les combinacions de vancomicina o ciprofloxacina amb
heparina es van realitzar en quatre soques de S. aureus i els estudis de les
combinacions de vancomicina o ciprofloxacina amb rifampicina es van

realitzar en sis soques.

Les corbes es van realitzar usant MHB amb un indcul bacteria de 'ordre de
10" ufc/mL en fase de creixement exponencial.

La concentracié d’heparina va ser de 2500 Ul/mL. Les concentracions
d’antibidtic usades eren iguals a la CIM de cada antibiotic per a cadascuna de
les soques estudiades.

Els tubs d’assaig es van incubar durant 24 h a 37° C en aire ambient i en els
temps 0, 4 i 24 h es van recollir 0,5 mL de cada tub i de les dilucions
apropiades es van subcultivar 0,05 mL en MHS. Després de la incubacié dels
subcultius a 37° C en aire ambient durant un temps maxim de 48 h, els
recomptes bacterians van ser expressats com a logqo ufc/mL.

Cada experiment es va realitzar per triplicat.

Sinergia i antagonisme es van definir, respectivament, com almenys un
increment o decrement > 2 logq de la mort bacteriana de les combinacions a
les 24 h comparat amb I'agent més actiu (201).

Tot seguit es descriu el procés de preparacido de l'indcul, comu per a les

determinacions, i els procediments especifics per a cadascuna d’elles.
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3.1.3.1- Vancomicina o ciprofloxacina i heparina.

3.1.3.2- Vancomicina o ciprofloxacina i rifampicina.

* Preparacio de I'inocul.-
La preparacié de I'indcul per a les determinacions de les corbes de letalitat es
va fer seguint els mateixos procediments que els indicats a I'apartat 3.1.1. a la

pagina 50, per a aconseguir un indcul de I'ordre de 10° ufc/mL.

* Preparacio de les solucions d’heparina.-

a. Com s’ha explicat anteriorment, es va preparar una soluci6 mare
d’heparina en sérum fisioldgic a 12500 Ul/mL. Es va preparar un volum de 18
mL per experiment.

b. Es va descongelar una aliquota d'1 mL de cadascun dels antibiotics a
utilitzar (vancomicina i ciprofloxacina 1000 pug/mL) de Ila solucid
d’emmagatzematge. Posteriorment, es van preparar dilucions apropiades de
I'antibidtic en el medi de cultiu per a aconseguir concentracions 5 vegades la
final a utilitzar (ja que el volum final va ser de 5 mL i a cada tub es va posar 1
mL de cadascun dels antibiotics a utilitzar).

Es va variar el volum preparat en funcié del numero de corbes a realitzar.

* Preparacio de les dilucions d’antibiotic.-

Es van seguir les seguents etapes:

a. Es va descongelar una aliquota d’1 mL de cadascun dels antibiotics a
utilitzar (vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina 1000 pug/mL) de la solucio
d’emmagatzematge. Posteriorment, es van preparar dilucions apropiades de
'antibiotic en el medi de cultiu per aconseguir concentracions 5 vegades la
final a utilitzar. Es van preparar 12 mL de vancomicina, 12 mL de
ciprofloxacina i 18 mL de rifampicina.

b. Es van marcar els tubs amb el codi d’identificaci6 de la soca i
I'antibidtic amb la concentracié utilitzada. Els tubs utilitzats van ser estérils de

vidre de 16x100 mm i amb tap de rosca hermétic.
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A partir de les solucions anteriors es van seguir les seglents etapes per a
preparar la bateria de tubs d’assaig:

a. En els tubs d’assaig on es va estudiar un sol antibidtic, a 1 mL de la
solucioé antibidtica anterior s’hi van afegir 3,75 mL de MHB i 0,25 mL de
lindcul inicial de I'ordre de 108 ufc/mL. En el cas dels tubs d’assaig on es va
estudiar I'efecte de la combinacié d’'un antibidtic amb heparina o de dos
antibiotics, a 1 mL de la soluci6 final indicada d’heparina i de cadascun dels
antibiotics, es van afegir 2,75 mL de MHB i 0,25 mL de I'indcul bacteria inicial.
El volum final de cada tub d’assaig va ser sempre de 5 mL.

b. Una vegada inoculats els tubs amb l'indcul, abans d’incubar-los es va
recollir mostra i es van fer dilucions apropiades pel recompte. Es van
subcultivar 0,05 mL de la dilucié apropiada en plaques de MHS. A aquesta
mostra la denominarem T, (temps zero).

C. Es van incubar tots els tubs a 37° C en aire ambient durant 24 h.

d. Ales 4 hiales 24 h es van retirar de l'estufa els tubs i es van
subcultivar les mostres. Es va recollir una aliquota i es van fer dilucions fins de
l'ordre de 1/1.000.000 de cada mostra. Es van subcultivar 0,05 mL de la
dilucié apropiada en plaques de MHS. A aquestes mostres les denominarem,
respectivament, T4i Tos.

e. A les 48 h d’incubacié a 37° C en aire ambient de les plaques amb els
subcultius quantitatius, es va comptar el numero de coldnies del cultiu de la

dilucié que va permetre el recompte de colonies.

Es van reproduir els experiments per triplicat.

Per a valorar si I'heparina o els antibidtics en combinacié tenien efecte
sinérgic es va calcular la disminucié del numero de colonies de S. aureus en
un donat interval de temps (24 h), respecte del control de creixement utilitzat,
per a cada soca.

En aquests estudis d’interaccions entre heparina i/o antibiotics o entre

antibiotics es va definir :

* SINERGIA o efecte sinérgic de la combinacié quan l'associacio de

I'antibidtic amb heparina (vancomicina amb heparina o ciprofloxacina amb
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heparina) o la dels antibidtics (vancomicina amb rifampicina o ciprofloxacina
amb rifampicina) va produir un increment de la mort bacteriana a les 24 h >
100 vegades (mesurat com a recompte bacteria) respecte de I'agent individual

més actiu.

* ANTAGONISME o efecte antagonic de la combinacié quan I'associacié

de l'antibidtic amb heparina (vancomicina amb heparina o ciprofloxacina amb
heparina) o la dels antibidtics (vancomicina amb rifampicina o ciprofloxacina
amb rifampicina) va produir una disminucié de la mort bacteriana a les 24 h >
100 vegades (mesurat com a recompte bacteria) respecte de I'agent individual

més actiu.

* ADDICIO O INDIFERENCIA quan es va donar un canvi en la mortalitat

bacteriana 10 vegades major o menor de I'efecte de la combinacié respecte

de cadascun dels farmacs per separat.

Control de qualitat de les corbes de letalitat.-

El control de qualitat de la técnica de sensibilitat “in vitro” es va realitzar:

1. Incubant a cada sessio de treball un tub de control de creixement en
brou inoculat amb cadascuna de les soques utilitzades en cada sessi6 i sense
antibiotic.

2. Incubant a cada sessi6 de treball un tub de control d’esterilitat amb brou
de MHB sense antibidtics ni microorganismes.

3. Realitzant els experiments per triplicat.

Es presenten els resultats com a representacié grafica en la que en les
abscisses es representa el temps i a les ordenades el logo dels recomptes
bacterians en ufc/mL. Cada grafica s’acompanya de la respectiva taula de

valors.

3.2- Avaluacio de l'estabilitat de les combinacions de vancomicina o

ciprofloxacina amb heparina o rifampicina.
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Per a estudiar I'estabilitat de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina o
amb rifampicina es van preparar solucions amb 2500 Ul/mL d’heparina i 2000
ug/mL de vancomicina, 1000 o 2000 ug/mL de ciprofloxacina i 3000 ug/mL de
rifampicina de forma aséptica a partir de les solucions comercials.

Les solucions es van preparar de la mateixa manera que la indicada en el
model animal de la infeccié del catéter per la técnica de I'antibidtic-lock (veure
apartat 3.3.1.7, pagina 86).

Les solucions d’antibidtic sol, d’heparina-antibiotic o d’antibidtic-antibiotic es
van introduir en flascons estérils, es van incubar a 37° C en aire ambient i les
aliquotes obtingudes a les 0, 24, 48 i 72 h es van congelar a —80° C. Totes les
aliquotes es van processar el mateix dia.

Les concentracions de vancomicina van ser determinades per immunoassaig
(Axsym Analyser, Abbott Laboratories, Chicago, lllinois, USA) seguint les
instruccions del fabricant.

Les determinacions de ciprofloxacina van ser fetes pel métode del bioassaig
en disc-placa. El bioassaig d’antibidtics es basa en la comparacié de la
resposta d’'un microorganisme indicador front a una concentracio
desconeguda d’antibidtic amb la resposta del mateix microorganisme
indicador sota idéntiques condicions d’assaig, a una concentracié coneguda
d’antibidtic. Pel bioassaig amb ciprofloxacina el microorganisme indicador
usat va ser la soca K. pneumoniae ATCC 1031 i el medi d’assaig Antibiotic
Medium 5.

Les concentracions de rifampicina van ser estudiades pel métode de la

cromatografia liquida en fase reversa i columna curta (30 mm).

Els estudis d’estabilitat es van fer en mostres de vancomicina, de
ciprofloxacina i de rifampicina soles i en les combinacions i concentracions
que s’indiquen a la taula adjunta i que sén les que es van estudiar al model

animal.

H 2500 U/mL | R 3000 pg/mL
V 2000 pg/mL X X
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C 1000 pg/mL X -
C 2000 pg/mL - X

Tot seguit es descriuen els procediments especifics per a cadascuna de les

técniques.
3.2.1- Estabilitat de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina.

Es van preparar asépticament solucions amb 2500 Ul/mL d’heparina, 2000
ug/mL de vancomicina i 1000 ug/mL de ciprofloxacina .

Vancomicina, ciprofloxacina i heparina van ser obtingudes respectivament de
preparacions comercials: Diatracin® (Dista S.A., Alcobendas, Madrid, Espafia),
Baycip® (Quimica Farmacéutica Bayer S.A., Barcelona, Espafia) i heparina
ROVI® (Rovi S.A., Madrid, Espafia).

Les solucions es van preparar de la mateixa manera que la indicada en el
model animal de la infecci6 del catéter per la técnica de I'antibidtic-lock (veure
apartat 3.3.1.7, pagina 86).

Es van disposar 20 mL de les solucions d’antibiotic amb heparina en flascons
estérils a 37° C en aire ambient i les aliquotes obtingudes per triplicat
sequencialment en els temps 0, 24, 48 i 72 h van ser congelades a -80° C en

tubs tipus Eppendorf pel seu analisi posterior.

3.2.2- Estabilitat de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina soles o en

combinacio.

En el cas dels antibiotics sols o de la combinaci6 amb rifampicina les
solucions es van disposar en flascons estérils a 37° C en aire ambient i les
aliquotes obtingudes seqliencialment per triplicat en els temps 0, 24,48 i 72 h
van ser congelades a -80° C en tubs tipus Eppendorf pel seu analisi posterior.

Totes les mostres van ser processades el mateix dia.

Les concentracions de vancomicina van ser determinades per immunoassaig

seguint les instruccions del fabricant (Axsym Analyser, Abbott Laboratories,
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Chicago, lllinois, USA). El limit de deteccio de la prova va ser de 1,25 pug/mL i

els coeficients de variacio inter i intrassaig van ser inferiors al 7%.

Les determinacions de rifampicina van ser fetes pel métode de cromatografia
liquida en fase reversa i columna curta (30 mm). El limit de deteccié de la
prova va ser de 0,1 ug/mL i els coeficients de variacio de 5,4% i 7,9% intra i

interassaigs respectivament.

Les determinacions de ciprofloxacina van ser fetes pel métode del bioassaig
en disc-placa utilitzant com a microorganisme indicador la soca K.
pneumoniae ATCC 1031 i el medi d’assaig Antibiotic Medium 5 (202).

3.2.2.1- Procediments del bioassaig.

* Preparacio de I'inocul.-

a. Es va descongelar una aliquota del cultiu demmagatzematge de la
soca K. pneumoniae ATCC 1031.

b. Es van subcultivar 50 puL per duplicat en MHS a 37° C durant 18-20 h
en aire ambient.

C. De la placa de MHS es van aillar 5-7 coldnies, es van inocular en 10
mL de MHB i es van incubar durant 24 h a 37° C en aire ambient.

d. Es van preparar 20 plaques d’Antibiotic Medium 5 (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) com a medi d’assaig. La placa d’agar del bioassaig estava
formada per una base d’agar Antibiotic Medium 5 i per sobre una altra capa
del mateix medi amb l'indcul de K. pneumoniae ATCC 1031.

e. Es va preparar la base de les plaques dispensant 10 mL d’agar a cada
placa de Petri (90x15 mm). Es va deixar solidificar en superficie plana durant
5-10 minuts. Es va aixecar una mica la tapa per a que desaparegués I'excés
d’humitat.

f. Es van posar les plaques solidificades en estufa a 37° C. Aquest
procediment va facilitar la posterior difusié del medi Antibiotic Medium 5
inoculat amb la soca de K. pneumoniae.

g. Es va deixar que el flasco6 amb 100 mL d’Antibiotic Medium 5

s’atemperés al bany Maria fins a arribar a 50° C. Quan va arribar a aquesta
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temperatura (mesurant amb un termometre estéril directament a l'interior del
flasco), es van afegir 2 mL de I'indcul de K. pneumoniae ATCC 1031.

h. Es van dispensar amb pipeta estéril 5 mL del flascé amb la soca de K.
pneumoniae a cada una de les plaques de Petri amb la base d'Antibiotic
Medium 5.

i. Es van moure suaument en pla per a facilitar la difusié6 del medi per
tota la placa abans no solidifiqués. Una vegada solidificat, es va conservar a

4° C fins a un maxim de 7 dies abans de la realitzaci6 de I'experiment.

* Preparacio de I'estandard.-

a. Es va descongelar una aliquota de solucié mare de ciprofloxacina a
concentracio de 1000 o 2000 pg/mL.

b. Es van fer les dilucions de la soluci6 mare per a obtenir 1 mL de
cadascuna de les seglents concentracions estandard de ciprofloxacina: 0,15,
0,3, 0,5, 0,7 i 0,9 ug/mL en sérum fisiologic ja que és el medi en el que es
prepara la solucié de tractament. En el nostre estudi la concentracié 0,5

ug/mL va ser la concentracio dita de referéncia.

Aquest interval de concentracions de I'estandard s‘ha determinat fent varis
assajos fins que linterval de les concentracions va aconseguir uns diametres
d’inhibicié entre 15-20 mm. Aquestes concentracions han correspost a la zona
on es manté la relacié lineal entre les concentracions d’antibiotic i els

diametres d’inhibicio.

* Preparacio de les mostres problema.-

L’estudi de I'estabilitat es va realitzar a 4 temps: a les 0, 24, 48 i 72 h. Per a
cadascun dels temps es van recollir tres aliquotes que es van processar per
triplicat.

Partint de la hipotesi que la concentracié tedrica que s’esperava de la mostra
problema era de 1000 o 2000 ug/mL i que aquesta va mantenir 'estabilitat,
amb cadascuna d’elles es van fer dilucions apropiades per a obtenir una
concentracioé que estigués dins l'interval de les concentracions de I'estandard,

i, idealment, al punt mig d’aquest interval.
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Tant per a la preparacié de les mostres problema com les de I'estandard es
va procurar fer el minim nombre de dilucions per a disminuir al maxim I'errada

experimental.

Es van recuperar les plaques d’Antibiotic Medium 5 preparades i es van

deixar atemperar.

a. Es van dispensar 20 uL de les dilucions problema i de les dilucions de
'estandard preparades en discs de paper de filtre estérils de 6 mm (Sterile
blanks. Difco).

b. Quan es van haver preparat un maxim de cinc discos de la manera
indicada, es van dipositar de forma suau sobre la placa de bioassaig,
garantint el contacte disc-placa. Cada placa va incloure un disc amb la
concentracié de referéncia de les concentracions de I'estandard preparades i
quatre discos més, cadascun d’ells amb una mostra d’'un dels quatre temps
d’estudi de I'estabilitat de ciprofloxacina.

C. Les mostres es van estudiar per triplicat i 'estandard per quintuplicat
en plaques diferents.

d. Una vegada preparada, cada placa es va posar en nevera durant 30
minuts per a facilitar la difusié de I'antibiotic sense que es produis creixement
del microorganisme.

e. Passat aquest temps, es van incubar les plaques durant 24 h a 37° C
en aire ambient.

f. Es van llegir amb calibre els halus d’inhibicié en mm i fins a 1 decimal.
No van ser valids per I'experiment els diametres que van estar fora de
l'interval de valors que es van establir en la recta de calibracio.

g. Per a la interpretacié dels resultats, es va calcular la mitjana dels
diametres corresponents a cadascuna de les concentracions de I'estandard.

h. Es va construir la grafica a partir de les mitjanes dels diametres de
cada concentracio a I'eix d’abscisses i el logaritme de cada concentracio a les
ordenades.

i. Es va calcular la mitjana dels diametres de la concentracié de

referéncia de les plaques de I'estandard a partir de la corba estandard i la
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mitjana dels diametres de la concentracié de referéncia de les plaques amb
les mostres problema. Es va calcular la diferéncia entre aquestes dues
mitjanes.

j- Es va llegir cada diametre de la concentracioé problema, es va calcular
la mitjana dels diametres per a cada concentracio i se li va sumar la diferéncia
de mitjanes anterior.

k. Es van calcular amb la recta anterior els valors de les concentracions
d’antibiotic.

l. Es va multiplicar la concentracioé obtinguda pel factor de dilucié aplicat

a la mostra.

El coeficient de correlacié (r?) de la recta estandard va ser 0,9. El limit de
deteccidé de I'assaig va ser de 0,04 ug/mL, i els coeficients de variacié en un

dia o entre dies pels replicats (n=7) a 0,2 i 4 ug/mL va ser inferior al 5%.

Fins aqui s’ha descrit la técnica del bioassaig per a ciprofloxacina,
independentment de si estava combinada amb heparina o amb rifampicina.
Perd per aquelles mostres en les que estava combinada amb heparina, per a
garantir que les concentracions d’heparina de l'assaig no van influenciar el
creixement de la soca indicador K. pneumoniae ATCC 1031 es va determinar
la CIM de I'heparina pel métode de la macrodilucié. La CIM de I'heparina per

aquesta soca va ser superior a 6000 Ul/mL.

De la mateixa manera, en aquelles mostres en les que la ciprofloxacina es va
combinar amb rifampicina, per a confirmar que aquesta no tenia cap efecte en
la inhibicié del creixement bacteria de la soca K. pneumoniae ATCC 1031 es
va realitzar la CIM pel métode de la macrodilucié en MHB i es va trobar que la

CIM per aquesta soca era de 64 ug/mL.

Donat que per a la realitzacié del bioassaig de ciprofloxacina es van realitzar
dilucions per aconseguir una concentraci6 maxima de 0,9 ug/mL, la
concentraci® maxima esperada d’heparina en aquestes mostres va ser de

2,25 Ul/mL i la de rifampicina va ser de 1,35 ug/mL. Per a 'heparina aquesta
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concentracio va ser almenys més de 2600 vegades menor a la CIM i per a la
rifampicina va ser 47 vegades menor a la CIM determinada per la qual cosa
es pot considerar que en les combinacions ni heparina o rifampicina no van

afectar al creixement bacteria en la placa de bioassaig.
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3.3- Estudis en el model animal d’infeccié per catéter.

3.3.1- Descripcié del model animal.

Els experiments que a continuacié es descriuran van ser aprovats pel Comité
Etic d’Investigacié dels Hospitals de la Vall d’Hebron i van seguir totes les
Normatives Etiques vigents que sobre experimentacié animal s’han indicat
anteriorment (193-198).

3.3.1.1- Animal.

Es van utilitzar conills mascles blancs New Zealand, amb un pes entre 2 i 2,1
Kg. Els animals van ser transportats fins al laboratori en caixes individuals. El

temps maxim de transport va ser de dues hores.

Quan van arribar els animals al laboratori van ser pesats, inspeccionats i
col.locats en gabies individuals. Es van mantenir un maxim de 7 dies en
observacié per a descartar que no presentessin cap patologia. Una vegada al

dia van ser revisats per un técnic per a comprovar-ne I'estat de salut.

L’estabulari on es van allotjar va presentar unes condicions especifiques i
constants de llum i temperatura. El cicle llum-foscor es va mantenir constant,
amb llum des de les 7 h fins a les 19 h. Aixo va permetre que el ritme circadia

dels animals es mantingués invariable.

Només es van utilitzar animals totalment sans. Van poder disposar d’aigua i
pinso “ad libitum”. Es va utilitzar pinso compost per a conills. La quantitat
consumida de pinso per animal-dia va ser de 100-150 g/dia.

3.3.1.2- Microorganisme.

Per a l'estudi del model animal es van usar les dues soques de S. aureus

(N16-2 i D22-1) que després de ser avaluades van mantenir un comportament
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més homogeni durant els experiments d’estandarditzacié del model. (veure

apartat 3.0. Microorganisme, pagina 48).

3.3.1.3- Cateter.

Es va  utilitzar un catéter de silicona (Tube silicone, SILASTIC®,
ID/OD:0.45/0.77” a Dow Corning Corporation, MI, USA). Els segments de
catéter utilitzats tenien una llargada de 16 cm. Van ser connectats a una
connexié recanviable (Viygon® 1298.20, Laboratories Pharmaceutiques Vygon,
Ecoulen, France) i aquesta en va ser a una clau de tres vies (Connecta® Plus

3, Ohmeda, Helsingborg, Sweden), iguals a les que es fan servir a la clinica.

Es van medir els segments de catéter esteérils i se’ls va fer una marca amb
rotulador a sis cm d’un extrem. A l'altre extrem es va inserir la connexié de
Vygon® i a aquesta la clau de tres vies. Posteriorment, es van esterilitzar pel

métode d’oxid d’etilé.

Abans de la insercié quirdrgica del catéter es van cebar els catéters amb
sérum fisiologic estéril, es va obrir el pas de la clau de tres vies cap al catéter i
es va tancar quan sortia el sérum per I'extrem distal. Una vegada cebats el
catéter, la connexié i la clau, es van deixar coberts amb una talla quirdrgica a

la taula del quirofan.

Es van preparar tants catéters com animals s’havien d’operar en cada sessio.
En cada grup d’experiment es va operar un numero variable d’entre 10 a 18
conills.

3.3.1.4- Técnica quirurgica.

* Material necessari.-

Conills New Zealand de 2 kg de pes aproximat
Ketolar® 50 mg (ketamina)
Rompun® (xylazene)

Povidona iodada
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Gasses estérils

Guants esterils

Fulles de bisturi n° 11 esteérils
Pinces hemostasiques sense dents
Pinces amb dents

Pinces de Kocher

Tisores grans

Tisores petites per a fer la incisio del vas
Sonda acanalada

Introductor de catéter

Sutura de seda 2/0 agulla recta
Sutura de seda 2/0 sense agulla
Agulles i.v.

Xeringes de 5 mL

Armilles i collars per a conills

Aixi com els segments de catéter amb la connexi6 i la clau de tres vies

connectades.
3.3.1.4.1- Anesteésia.

Al mateix estabulari, es va procedir a 'anestésia general de I'animal per via
intramuscular amb la injeccié d’una barreja de Ketamina 5mg/mL (Ketolar®) i
Xylazene 1 mg/mL (Rompun®). La dosi anestésica de la barreja va ser de 1,5
mL/kg, per la qual cosa es va injectar un volum total de 3 mL, 1,5 mL a cada
cuixa.

L’efecte anestésic s’iniciava als 5 minuts de la injecci6 i es perllongava de 25
a 35 minuts. Es va considerar I'animal anestesiat quan va desaparéixer el
reflex cornial.

Una vegada I'animal estava anestesiat, es va rasurar el pél de la zona lateral

del coll.

3.3.1.4.2- Insercio del cateéter.
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Es va traslladar I'animal a la zona quirurgica on es va realitzar la intervencio
en condicions d’asépsia.
Es va col.locar I'animal en decubit supi amb el coll en maxima extensié. Es va

desinfectar amb povidona iodada la zona ventral del coll.

Amb les pinces amb dents es va agafar la pell de la meitat dreta del coll a
nivell del ter¢ superior de la linia mitja del canté dret i amb una fulla de bisturi,
es va fer una incisié paramedial dreta de 2-3 cm prop de la traquea. Es va
eixugar la sang de la ferida i només separant les vores de la ferida ja es va
observar la unié de les branques de la jugular externa i interna amb el tronc

comu de la jugular.

Subjectant les vores de la ferida amb pinces, es va procedir a fer una
disseccié roma amb l'objectiu d’aillar i dissecar la branca jugular interna, des
del punt de la bifurcacié fins el trajecte més distal i posar a planol la vena
jugular comu. La vena jugular interna es va aillar de la circulacié mitjangant
ligadura distal a uns 1,5-2 cm del tronc comu de la jugular. Els fils de la
lligadura es van tensar per darrera del cap del conill.

Amb les pinces es va agafar la vena aillada i amb les tisores petites es va fer
una petita incisié a la vena el més propera possible al punt d’'unié de les dues
branques (0,3-0,4 cm de la bifurcacid). Es va introduir la punta de 'introductor
de catéters i es va obrir la llum de la vena. Es va deixar posat I'introductor, es
va agafar un catéter preparat i es va introduir I'extrem distal amb I'ajuda de
l'introductor. Es va retirar l'introductor i es va acabar d’introduir el catéter fins

ala marca de 6 cm.

El catéter es va fixar a la vena mitjancant lligadura doble aprofitant el segment
de vena que quedava fora de la circulacio entre la lligadura proximal i el punt
distal d’entrada del catéter amb fil de sutura de seda 2/0. Els nusos van ser
ferms perd no massa forts, de manera que varem garantitzar la subjeccio del
catéter i evitarem I'extravasacio de sang i, per altra banda, varem mantenir la
permeabilitat del catéter. Per a garantir que el catéter va ser ben lligat es va
traccionar suaument del fragment extern i es va comprovar que no sortia.

Per a comprovar la permeabilitat del catéter es va connectar una xeringa al

catéter, es va obrir el pas del mateix i es va aspirar, fins a comprovar la

75



Material i métodes

sortida de sang, es va introduir sérum fisiologic, es va comprovar que no hi
havia resisténcia i que es netejava de sang la clau, la connexio i el catéter. Es

va tancar el pas del catéter i es va desconnectar la xeringa.

Comprovada la permeabilitat del catéter, amb el procés abans indicat, es van
retallar els fils de la fixacio i els proximals que feien traccio.

Es va girar el conill cap al canté esquerre i es va pingar el cateter amb les
pinces de Kocher i es va separar de la connexié. Amb una sonda acanalada
es va tunelitzar un trajecte a través del teixit subcutani de I'animal. Alli on feia
protusio la sonda, a nivell de la zona interescapular a la linia mitjana, es va fer
una incisi6 amb una fulla de bisturi i es va fer sortir la punta de la sonda.
Seguint el trajecte de la sonda, es va fer passar I'extrem distal del mateix i es

van exterioritzar 4-5 cm de catéter fins la zona interescapular.

Es va retirar la sonda acanalada i es va tornar a acoblar el cateter a la
connexio i a la clau de tres vies. Es va despincar i es va tornar a comprovar la
permeabilitat aspirant una mica de sang i injectant sérum fisiologic a través
d’'una xeringa connectada a la clau de tres vies. Comprovat aix0, es va tancar

la clau de pas i es va desconnectar la xeringa.

Finalment, amb seda 2/0 amb agulla es va fixar la connexié i la clau de tres
vies a I'esquena de I'animal mitjangant un punt de lligadura.
Per acabar, es va girar I'animal es va tancar la ferida quirdrgica i mitjangant

seda 2/0 i agulla amb sutura continua es va suturar la ferida.

Durant tot el procés d’insercio del catéter, aquest va estar cebat amb sérum
fisiologic a fi i efecte d’evitar aspiracions i formacié de trombus.

Una vegada realitzada, es va vestir 'animal per a protegir el catéter i se li va
col.locar un collar de cel.luloide per a protegir el vestit de les mossegades.
Acabat el procés, I'animal es va portar a la gabia amb una tarja identificativa
en la que hi constava el numero d’animal, el dia de I'experiment i 'experiment

realitzat.

3.3.1.5- Infeccio.
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* Material necessairi.-

Tub amb indcul bacteria preparat

Xeringes de 1 mL esterils

* Preparacio de I'inocul.-

Es va descongelar una aliquota de la soca S. aureus en estudi (S. aureus
N16-2 o D22-1, segons els experiments) del cultiu d’emmagatzematge.

Es van subcultivar 50 uL per duplicat en MHS a 37° C durant 18-20 h en aire

ambient.

De la placa de MHS, es van aillar 5-7 colonies ben diferenciades i es van
inocular en MHB precalentat a 37° C. Es van incubar 37° C durant 2 a 4 h fins
aconseguir que el cultiu tingués una terbolesa ajustada al patré n° 0,5 de
I'escala de McFarland. Amb aquesta terbolesa I'indcul aproximat va ser de 102
ufc/mL.

* Determinacio de la concentracio de I'inocul.-

Es va determinar la puresa i la concentraci6 de lindcul segons els
procediments descrits anteriorment.

El volum de I'indcul preparat va dependre del nimero d’animals operats i va
oscil.lar entre 8 13 mL.

Per a quantificar I'indcul, es van sembrar 50 uL de les dilucions decimals

adients en plaques de MHS.

* Infeccié.-
Es va agitar el tub amb l'indcul per tal d’homogeneitzar-lo. Es van preparar
tantes xeringues amb 0,7 mL de MHB amb l'indcul bacteria com animals es
van operar.
Es van purgar les xeringues per a evitar la produccié d’embdlies gasoses a

'animal.
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Es va passar a I'estabulari on hi havia els animals en gabies individuals. Es va
comprovar que es despertaven i es va procedir a la infeccid amb l'indcul a

partir de les sis hores des de l'inici de les intervencions.

Es va treure I'animal de la gabia i es va posar dins I'immobilitzador per a
facilitar les maniobres i per a evitar que amb aquestes es desprengués el
catéter. Es va obrir la cremallera de I'armilla fins a deixar accessible la clau de
tres passos. Es va agafar una xeringa i es va connectar a la clau de tres
passos. Es va obrir el pas de la clau cap a I'animal. Amb injeccié suau i
continua es va prémer I'émbol de la xeringa i es van introduir els 0,7 mL de
I'inocul, volum requerit per a omplir el catéter, la connexio i la clau.

Es va tancar la clau i es va desconnectar la xeringa. Es va comprovar que
durant el procés la punta metal.lica de la connexié no havia perforat el catéter

i que l'inocul no s’havia extravassat.

Es va tancar la cremallera de I'armilla. Es va tornar 'animal a la gabia i es va

anotar a la targeta el procediment realitzat i el dia.

En els estudis d’estandarditzacié es van confirmar les soques d’estudi, la
concentracié de 'indcul necessari i el temps necessari de contacte de I'indcul
amb al catéter abans d’iniciar el tractament per produir la infeccié del catéter a
tots els animals.

En els grups de I'estandarditzacio, I'indcul es va deixar en contacte amb el
catéter durant 18 h o0 48 h. Excedir el temps és critic en aquest model i fa que
els animals siguin irrecuperables per la infecci6 mateixa, donat que no
resisteixen molt de temps amb una infeccio greu.

En els grups de tractament, l'inocul es va deixar 18 h en contacte amb el
catéter abans d’iniciar el tractament.

3.3.1.6- Avaluacié microbiologica.

* Material necessari.-

Connexions de Vygon
Claus de tres vies
Palometes endovenoses 21G

Tubs tipus vacutainer
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Heparina

Gasses esterils

Alcohol etilic 90°

Plaques MHS

Plaques de Petri estérils

MHB

Xeringesde 5mL,de2mLide 1 mL
Tubs de poliestiré de 5i 10 mL

3.3.1.6.1- Hemocultiu periféric i transcatéter.

En els experiments d’estandarditzacié del model a les 18 i les 48 h d’induida
la infeccié es van obtenir mostres de sang per a hemocultiu periféric per
puncié de l'artéria central de l'orella aixi com mostra de sang obtinguda
directament a través del catéter. L'objectiu de I'obtencié d’aquestes mostres

va ser I'assegurar I'existéncia de la bacteriémia amb focus al catéter.

Es van preparar dos tubs vacutainer per a cada animal, per a les dues
mostres de sang que es van obtenir de cadascun d’ells.

Es va agafar un animal de la gabia i se’l va introduir a 'immobilitzador.

Amb una gassa amb alcohol es va fregar el mig de la cara dorsal d’una orella
del conill fins que l'artéria central es va dilatar. Es va connectar una xeringa

de 2 mL a una palometa.

Es va identificar el tub vacutainer amb el nimero d’animal i una P (de
periféric).
Si el volum de sang era suficient es punxava un tub vacutainer i s’invertia un

parell de vegades.

Una vegada extreta la sang, es va retirar I'agulla i es va fer pressié amb una

gassa per a fer hemostasia.
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Per a l'obtenci6 de la mostra de sang a través del catéter, es va obrir la
cremallera de I'armilla fins que es va fer accessible el catéter amb la connexié
i la clau de tres vies.

Es va retirar la connexié del catéter.

Es va mantenir I'extrem proximal pingat per a que no sagnés i es va col.locar
una nova connexio i la clau de tres vies estéril cebades amb sérum fisiologic.
Es va obrir el pas de la clau i es va extreure la sang. Quan es va haver
obtingut aproximadament 1 mL es va tancar la clau i es va retirar la xeringa.
Es va obrir el tap del segon tub de vacutainer i es va rotular amb el numero de
'animal i amb una T (transcatéter). Es va invertir un parell de vegades per a

facilitar la barreja amb I'’heparina.

Per al cultiu es van realitzar les dilucions 1/10 i 1/100 en MHB de la sang
periférica i de la transcatéter, segons es detalla a continuacio:

0,1mLsang (PoT)+0,9mL MHB =1 mL (dilucié 1/10)

0,1 mL (dilucié 1/10de la sang T) + 0,9 mL MHB = 1 mL (dilucié 1/100)

Es va preparar la dilucié 1/100 per a la mostra de sang obtinguda transcatéter
per a facilitar la lectura del cultiu. Es va fer una dilucié superior a la de
I’hemocultiu periféric perque, per ser el focus de la infeccid, s’esperava obtenir
una major concentracioé de microorganismes.

Es van sembrar 0,05 mL en placa de MHS. Les plaques es van incubar a 37°

C durant 24 h en aire ambient.

També es van realitzar hemocultius quantitatius pel métode de la placa
vertida.

En el cas de no obtenir creixement en les dilucions es van comptar les
colonies crescudes en la sembra per aquest métode.

Es va barrejar un volum conegut de sang maxim d’'un mL o bé el volum que va
quedar després de realitzar les dilucions descrites anteriorment, i es va
dispensar en una placa de Petri estéril. En el cas que el volum fos inferior a 1
mL es va anotar per a la quantificacié posterior.

A continuaci6 es va afegir agar Mueller Hinton fos i mantingut a 45-50° C. Es
va deixar refredar. Una vegada solidificat es va incubar en aire ambient a 37°
C durant 24 h.
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D’acord amb la definici6 acceptada de bacteriemia per catéter, es va
considerar que I'animal tenia una bacteriémia per catéter quan la diferéncia de
recomptes de ufc/mL era de 4 vegades superior en 'hemocultiu de la sang

transcatéter respecte de 'hemocultiu de la sang periférica (15, 71).

3.3.1.6.2- Sacrifici de I’animal.

* Material necessari.-
Tiopental 0,5 g (Tiobarbital Braun® 0,5 g)

Palometes endovenoses 21G

Talles

Fulles de bisturi n° 11 esterils
Tisores corbes estérils
Pinces dentades estérils
Pinces sense dents esteérils
Gasses esteérils

Alcohol etilic 90°

Xeringues de 5 mL, de 2 mL
Agulles i.v.

MHB

Plaques de MHS

Plaques de Petri estérils

En el cas dels animals que segons I'experiment de 24 h o 72 h, no van morir
durant el periode de tractament van ser sacrificats seguint el seguent
procediment: es va unir una palometa a una xeringa de 2 mL i es va carregar
amb 1,5-2 mL de tiopental al 0,5%. En una de les orelles de I'animal es va
localitzar la vena marginal i es va fregar amb una gassa amb alcohol. Per a
dilatar més la vena, cal dificultar el retorn vends i es pot posar un clip per a
tancar el retorn venés. Amb l'agulla de la palometa es va punxar la vena, si
s’havia col.locat, es va retirar el clip, i es va injectar el tiopental. L’animal va

morir en breus moments.
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També es podia injectar el tiopental per punxada intracardiaca. Per aix0, es
va treure I'animal de 'immobilitzador, es va col.locar assegut i se li va aixecar
la pota davantera esquerra i es va punxar per sota l'aixella esquerra, dirigint la
punta al mig del torax i es va aspirar la xeringa per a detectar la sortida de
sang i confirmar la posici6 intracardiaca quan s’hagués atravessat el miocardi.
Quan aspirant amb I'émbol es va confirmar que s’havia atravessat el miocardi

amb I'entrada de sang a la xeringa, es va injectar el tiopental.

Una vegada I'animal va ser mort, es va retirar I'armilla i es va procedir a la

retirada immediata del catéter i al seu processat.

3.3.1.6.3- Técnica d’extraccio del catéter.

Es va desinfectar amb una gassa amb alcohol el trajecte extern del catéter i el
punt d’insercio.

Amb les pinces estérils es va agafar el catéter a prop del punt d’'inserci6 a la
pell i es va tibar amb cura per a treure el catéter evitant el contacte amb
qualsevulga superficie i per a evitar que es produis el trencament del segment
intravascular del mateix.

Quan es va haver extret, es va posar sobre una placa de Petri i amb unes
tisores desinfectades es van tallar els 4 cm distals del catéter deixant-lo caure
dins la placa de Petri estéril. Es va col.locar la tapa de la placa i es va rotular
amb el niumero de I'animal.

El cos de I'animal es va processar segons la normativa vigent. Es va dipositar
en una bossa d’escombraries i aquesta dins un contenidor de plastic per

animals morts. El contenidor va seguir el regim especial de residus sanitaris.

Si el cultiu del catéter no es realitzava immediatament, els talls de catéter es

conservaven en nevera a 4° C un periode maxim de 2-4 h.

Tots aquells animals que es van morir per la sépsia van ser rebutjats per a

'avaluacio del model d’infeccid.

3.3.1.6.4- Procediments d’avaluacio de la infeccio del cateéter.
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Per a l'avaluacié del model, dels quatre cm distals de la punta del catéter
retirats de forma aséptica de la posicié de la vena cava inferior, es realitzaven

els seguients cultius:

1- Métode quantitatiu endoluminal. Rentat segons la técnica modificada de
Cleri (74).

2- Métode semiquantitatiu extraluminal. Rodatge per la técnica de Maki (121).
3- Métode quantitatiu del catéter després de sonicacié a 50 Hz. Sonicat
(131).

Descripcio de les técniques esmentades:

1- Métode quantitatiu endoluminal. Rentat del catéter.

Abans de realitzar el rodatge, i sempre amb I'ajuda de pinces estérils, es fa el
rentat endoluminal del catéter amb 2 mL de MHB i xeringa estéril de plastic
amb que es fa fluir el liquid dins el tub. Es repeteix I'operacié dues vegades
amb el mateix medi de cultiu. Durant el procés s’ha de tenir la maxima cura de

que el medi liquid no renti la zona exterior del catéter.

Una vegada realitzat el rentat, per aquells animals que no havien rebut
tractament antibiotic, s’ha procedit a la sembra directa d’aquesta mostra. Es
fan dilucions 1/100 del brou del rentat per a permetre la quantificaci6 (segons
I'especificat a I'apartat 3.1.1, pagina 52) i es sembren 0,05 mL de la dilucié en
placa de MHS. S’incuben les plaques durant 24 h a 37° C en aire ambient.

En el cas dels animals que havien rebut tractament antibiotic local, els dos
mililitres del rentat recollits en tub de plastic, es van centrifugar a 3000 rpm
durant 10 minuts.

En el cas del experiments amb el model animal realitzats amb combinacions
amb heparina, despres del primer centrifugat es va resuspendre el sediment
amb 2 mL de MHB, mentre que en els experiments del model animal amb les
combinacions amb rifampicina, després del primer centrifugat es va decantar
el sobrenedant i es va resuspendre el sediment amb 1 mL de MHB esteéril. Es
va repetir el centrifugat en les mateixes condicions. Es va decantar per

segona vegada el sobrenedant i es va resuspendre el sediment amb els
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mateixos volums de MHB usats després del primer centrifugat, segons
I'experiment. D’aquesta manera es va evitar I'efecte que sobre el creixement
bacteria podia tenir I'antibiotic residual.

Es van fer les dilucions adients, es van sembrar 0,05 mL d’aquesta suspensio
en placa de MHS i es va incubar durant 24 h a 37° C en aire ambient.

A més, en els experiments del model animal amb les combinacions amb
rifampicina, en els cultius negatius es van sembrar 0,1 mL dels residuals en

MHS per a comprovar la negativitat del resultat.

2- Métode semiquantitatiu extraluminal. Rodatge del catéter. Cultiu
semiquantitatiu.

Amb I'ajuda de pinces estérils, es roden els 4 cm distals del catéter 3-4
vegades sobre una placa de MHS.

S’incuba durant 24 h a 37° C en aire ambient.

Un recompte de coldnies > 15 ufc/ segment es va interpretar com un resultat

positiu.

3- Métode quantitatiu del catéter després de sonicacié a 50 Hz. Sonicat del
cateter.

Després de fer el rentat i el rodatge, el catéter va ser seccionat
longitudinalment a l'interior de la placa de Petri amb I'ajut de les pinces
esteérils en dos segments que es van submergir en 4 mL de MHB en tub de
plastic i es van introduir en un bany de sonicacié a 50 Hz durant 10 minuts.
Una vegada realitzat el sonicat, per aquells animals que no havien rebut
tractament antibiotic, es va procedir a la sembra directa d’aquesta mostra. Es
van fer dilucions 1/100 de cadascuna de les mostres per a permetre la
quantificacié de 'inocul (segons I'especificat a I'apartat 3.1.1, pagina 52) i es
van sembrar 0,05 mL de la suspensi6 en placa de MHS. Es van incubar les

plaques durant 24 h a 37° C en aire ambient.
En el cas dels grups de tractament, on els animals havien rebut tractament

antibiotic local, els quatre mililitres del sonicat recollits en tub de plastic, es

van centrifugar a 3000 rpm durant 10 minuts.
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En el cas del experiments amb el model animal realitzats amb combinacions
amb heparina, desprées del centrifugat es va resuspendre el sediment amb 4
mL de MHB, mentre que en els experiments del model animal amb les
combinacions amb rifampicina, després del primer centrifugat es va decantar
el sobrenedant i es va resuspendre el sediment amb 1 mL de MHB estéril. Es
va repetir el centrifugat. Es va decantar per segona vegada el sobrenedant i
es va resuspendre el sediment amb els mateixos volums de MHB usats
despres del primer centrifugat, segons I'experiment. D’aquesta manera es va

evitar I'efecte que sobre el creixement bacteria podia tenir I'antibidtic residual.

Com en el cas anterior, es van fer dilucions i es van sembrar 0,05 mL en
placa de MHS. Es va incubar durant 24 h a 37° C en aire ambient.

A més, en els experiments del model animal amb les combinacions amb
rifampicina, en els cultius negatius es van sembrar 0,1 mL dels residuals en
MHS per a comprovar la negativitat del resultat.

El volum de brou obtingut amb aquestes técniques es va guardar durant 48 h

congelat a I'espera de I'obtencié del resultat final.

3.3.1.7- Tractament.

* Material necessari.-

Antibiotics en la forma comercial preparats a la concentracio en estudi
Serum fisiologic estéril
Xeringues d’1 mL estérils

Els animals van ser assignats aleatdériament als seglents grups de

tractament:
H 2500 UI/mL" | R 3000 pg/mL?
V 2000 png/mL X X
C 1000 pg/mL X -
C 2000 pg/mL - X

Tots els grups de tractament del model amb heparina van
tenir una durada de 24 h en les dues soques que es van
estudiar.

Els grups de tractament dels experiments amb rifampicina
van tenir una durada de 24 i de 72 h en la soca estudiada.
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Tots els grups de tractament tant dels experiments de 24 h com de 72 h de
durada van consistir en una injeccio unica de tractament local del catéter a les
concentracions indicades a les 18 h de la infeccid. Es va injectar el volum en

dispensacié unica.

Es va carregar una xeringa amb 0,7 mL de la solucié d’heparina, d’antibiotic o
de les combinacions segons el grup de tractament que li correspon.

Es va connectar la xeringa a la clau de tres passos, es va obrir el pas cap al
catéter i es va prémer I'émbol per a omplenar el catéter, la connexid i la clau
de tres vies amb la solucié que li correspon segons el grup de tractament. Es

va tancar la clau i es va retirar la xeringa.

Es va anotar a la tarja el procediment realitzat i el tractament administrat.

Es va tancar la cremallera del vestit, es va retirar I'animal de I'immobilitzador i

es va tornar a la gabia amb la targeta identificativa.

* Preparacio de les solucions d’heparina i d’antibiotic amb qué es van
tractar els animals.-

* Heparina.-
A partir de la férmula comercial es va preparar una dilucié a una concentracio

final de 2500 Ul/mL.

* Vancomicina.-

Es reconstitueix el vial de la forma comercial utilitzada en I'estudi (Diatracin®)
amb 500 mg en 10 mL de sérum fisiologic. S’aconsegueix aixi la concentracié
50 mg/mL. Per a aconseguir la concentracié de 'estudi: s’afegeixen 0,2 mL

del vial de la forma comercial a 4,8 mL de sérum fisiologic. S’aconsegueix aixi

la concentracio final de 2000 pg/mL.

* Ciprofloxacina.-
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La solucié utilitzada a I'estudi (Baycip®) ja t& la concentracié adient per al
tractament dels conills, amb una concentracio final de 2000 pg/mL.
Per a obtenir la concentraci6 1000 pug/mL es fa la dilucié %2 amb sérum

fisiologic.

* Rifampicina.-

La forma comercial Rifaldin® es composa d’un vial de 600 mg amb 10 mL de
solvent.
Per a aconseguir la concentracio de tractament desitjada es barreja un vial de
600 mg amb 2 vials de 10 mL. D’aquesta forma la concentracié és de 30
mg/mL .
En afegir a 18 mL de sérum fisioldgic 2 mL de la solucié antibidtic indicada,

aconseguim la concentracié final de 3000 ug/mL.

* Vancomicina amb heparina.-

Per a aconseguir la concentracio de I'estudi: s’afegeixen 0,2 mL del vial de la
forma comercial de vancomicina a 3,8 mL de sérum fisioldgic i 1 mL de la
solucié d’heparina a 12500 Ul/mL. S’aconsegueix aixi la concentraci6 final de

2000 pg/mL de vancomicina i 2500 Ul/mL d’heparina.

* Vancomicina amb rifampicina.-

A 4,5 mL de la solucié de vancomicina abans preparada se li afegeixen 0,5
mL de la solucié de rifampicina amb una concentracié de 3000 ug/mL .
Les concentracions finals de la soluci6 son les mateixes pels dos

components: vancomicina 2000 ug/mL i rifampicina 3000 pg/mL.

* Ciprofloxacina amb heparina.-

87



Material i métodes

De la forma comercial a una concentracié 2000 ug/mL s’agafen 2,5 mL i
s’afegeixen a 1,5 mL de sérum fisiologic. A aquesta soluci6 se li afegeix 1 mL
de la solucié d’heparina a 12500 Ul/mL. D’aquesta manera les concentracions

finals van ser de 1000 pg/mL de ciprofloxacina i de 2500 Ul/mL d’heparina.

* Ciprofloxacina amb rifampicina.-

De la forma comercial de la ciprofloxacina usada (amb un volum total de 200
mL) es treuen mitjancant xeringa estéril 20 mL. Afegir 20 mL de la solucié de
rifampicina de concentraci6 30 mg/mL abans preparada a la botella de

Ciprofloxacina (Baycip®).

D’aquesta forma les concentracions finals del preparat sén: 2000 ug/mL de

ciprofloxacina amb 3000 ug/ mL de rifampicina.

En cada experiment s’assajaven almenys dos tractaments, a més del grup

control.

S’anota a la tarja el grup de tractament al que pertany I'animal.

3.3.2- Estudis d’eficacia terapéutica mitjancant antibiotic-lock en el

model de sépsia per catéter.

3.3.2.1- Eficacia d’heparina, vancomicina i ciprofloxacina soles o en
combinacié.
3.3.2.2- Eficacia de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina soles o en
combinacié.

1. Estudis terapéutics.
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Per als estudis d’eficacia terapéutica es va utilitzar el model animal amb
conills New Zealand en experiments que incloien un numero d’animals que va
oscil.lar entre 10 i 18 conills. En cada experiment es van estudiar conills de
més d’un grup terapéutic i es van incloure dos conills del grup control. Cada
grup de tractament va tenir un nimero d’animals que va oscil-lar entre 7 i 19
animals.

Per als experiments d’eficacia terapéutica amb heparina sola o en associacio
amb vancomicina o ciprofloxacina els experiments van tenir una durada de 24
h.

En el cas dels estudis d'eficacia terapéutica de rifampicina sola o en
associacid6 amb vancomicina o ciprofloxacina es van fer dos grups de
tractament de 24 h i de 72 h, en els que es va pretendre veure a més si la
durada perllongada de l'experiment implicava una pérdua de [Ieficacia

terapéutica aconseguida i afavoria I'aparicié de resisténcies en les soques.

2. Avaluacio de I'aparicio de resisténcies.

Per a l'estudi de l'aparicié de resisténcies en els catéters dels conills que
havien rebut tractament antibiotic, simultaniament a la sembra dels cultius
quantitatius, el rentat i del sonicat, es sembrava un volum de 0,1 mL en
plagues de MH amb ciprofloxacina i/o rifampicina, segons si corresponia als
grups de ciprofloxacina i rifampicina soles o administrades en combinaci6. En
el cas de l'associacié de vancomicina amb rifampicina també es va estudiar
I'aparicié de resisténcies a la rifampicina. Les concentracions en estudi van
ser de 4 ug/mL en el cas de les plaques per a ciprofloxacina i de 0,04 pug/mL
en el cas de les plaques per a rifampicina. Es van considerar aquestes
concentracions per que eren 10 vegades els valors de les CIMs en fase de
creixement exponencial de la soca estudiada. Els indculs de sembra, es van

estendre per la superficie de la placa mitjangant nansa de cultiu.

Es va estudiar I'evolucié en l'aparicid de resisténcies en tots els animals

tractats amb ciprofloxacina i/o rifampicina soles o en combinacio.

Es van incubar en aire ambient a 37° C durant 48 h.

89



Material i métodes

En cas que en aquestes plaques s’aillés alguna colonia de S. aureus es va
confirmar I'espécie bacteriana i es va realitzar la CIM pel meéetode de la

macrodilucié en brou segons les Normes indicades de la NCCLS.

3.4-Proves estadistiques.

Es presenten els valors descriptius de les determinacions de sensibilitat de les
diferents soques als antibiotics amb els intervals de valors maxim i minim aixi
com els valors de la ClIMsgg9 i CBMsgge per les diferents metodologies

assajades.

Pels estudis de sinergia es presenten per a cada soca els valors d’'un dels
experiments de les corbes amb la representacioé grafica i la taula de valors

corresponent.

Els valors de I'estudi d’estabilitat es presenten també de forma descriptiva

com la mitjana =+ la desviacié estandard de les tres aliquotes analitzades.

En els estudis del model animal es presenten els valors dels resultats dels
cultius quantitatius del rentat i del sonicat expressats com la mitjana * la
desviacié estandard del log,o ufc del segment. Les diferéncies en el logqo ufc
d’estafilococs del segment dels diferents grups de tractament van ser
analitzades estadisticament mitjancant la prova Mann-Withney U-Wilcoxon
(203,204). Les comparacions de les freqléncies de negativitzacié dels
catéters es van fer pel test exacte de Fisher en tots els grups de tractament.

Els valors p menors o iguals a 0,05 van ser considerats significatius (204).

Pel calcul dels diferents tests es va utilitzar el paquet estadistic SPSS (versio
8).
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IV- RESULTATS.

4.1- Estudis “in vitro” per avaluar lactivitat de diverses pautes

antibiotiques de tractament de les infeccions de catéter per S. aureus.
41.1- C|M5o[go i CBM50/90 d’heparina i antibiotics.
] A la taula 4.1.1.1. s’expressen els valors de CIMsq, CIMg i interval de

CIMs (Ul/mL) d’heparina en front de 12 aillaments clinics de Staphylococcus

aureus obtinguts de sang de pacients amb sépsia per catéter.

CIMs;, ClIMg, INTERVAL
Ul/mL > 6000 > 6000 > 6000
Taula 4.1.1.1.

En un interval de concentracions de 1000-6000 Ul/mL, I'heparina no va
demostrar capacitat d’inhibir el creixement de cap soca bacteriana. En totes

les soques testades la CIM va ser superior a 6000 Ul/mL.

] A la taula 4.1.1.2. s’expressen els valors de CIMsq, CIMg i interval de
CIMs, CBMs, CBMg, i interval de CBMs (ug/mL) de vancomicina,
ciprofloxacina i rifampicina en front de 12 aillaments clinics de Staphylococcus

aureus obtinguts de sang de pacients amb sépsia per catéter.

pug/mL VANCOMICINA | CIPROFLOXACINA RIFAMPICINA
CIMs, 0,25 0,5 0,004
ClIMg, 0,5 1 0,015
INTERVAL CIMs 0,12-0,5 0,25-1 0,004-0,06
CBM;, 4 8 0,03
CBMy, 8 8 0,06
INTERVAL CBMs 1-8 2-8 0,004-0,12
Taula 4.1.1.2.
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La determinacié de les CIMsy i CIMgg pels tres antibidtics va demostrar un
estret interval de valors entre les soques, fet que també es va presentar en la
determinacio de la CBMsq i la CBMgyg en fase de creixement exponencial pels
tres antibiotics en estudi, amb un interval de valors que va ser proper a

I'interval de valors de la CIM.
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4.1.2- CIM/ CBM de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina en fase de

creixement exponencial, estacionari i adherent.

A) Vancomicina.

Concentracio6 Inhibitoria Minima.

A la taula 4.1.2.1. s’expressen els valors de les CIMs de vancomicina en front de
12 aillaments clinics de S. aureus obtinguts de sang de pacients amb sépsia per
catéter estudiats en fase de creixement exponencial, en fase de creixement
estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les CIMsy i CIMgy de

vancomicina de les soques en estudi, segons les diferents fases de creixement.

CIM exponencial CIM estacionari CIM adherent
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 0,5 0,5 0,5
ATCC 29213

S. aureus A7-4 0,25 1 1

S. aureus D22-1 0,25 0,5 0,5
S. aureus E6-26 0,25 0,5 1

S. aureus F5-34 0,5 1 0,5
S. aureus F7-42 0,25 0,5 2
S. aureus G25-31 0,25 1 2

S. aureus M1-2 0,25 0,5 0,5
S. aureus M3-18 0,12 1 1

S. aureus N16-2 0,25 0,5 0,5

S. aureus 016-3 0,5 1 0,5
S. aureus 020-41 0,5 1 2

CIMs, 0,25 0,5 0,5
ClIMy, 0,5 1 2

Taula 4.1.2.1.
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Les determinacions de les CIMs en fase exponencial van ser aproximadament

iguals a les determinacions en fase estacionaria en la majoria de les soques.

Només en una soca va incrementar en vuit vegades, mentre que en la majoria

de les soques la CIM estacionaria va ser el doble de la CIM exponencial.

Per altra banda, la CIM en fase adherent respecte de la fase exponencial en
tres de les soques va presentar increments de fins a tres vegades i en tres de

les soques es va mantenir igual.
No obstant aquestes variacions segons la fase de creixement bacteria

estudiat, s’observa poca modificacié dels valors de la CIMs i CIMgy a

vancomicina.
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Concentracié Bactericida Minima.

A la taula 4.1.2.2. s’expressen els valors de les CBMs de vancomicina en front
de 12 aillaments clinics de S. aureus estudiats en fase de creixement
exponencial, estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les CBMx i

CBMg, de vancomicina de les soques en estudi.

CBM exponencial | CBM estacionari CBM adherent
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 4 4 1024
ATCC 29213

S. aureus A7-4 8 16 512
S. aureus D22-1 8 64 1024

S. aureus E6-26 2 16 >1024
S. aureus F5-34 4 8 512
S. aureus F7-42 4 8 128
S. aureus G25-31 4 4 1024
S. aureus M1-2 8 8 1024
S. aureus M3-18 1 16 128
S. aureus N16-2 8 8 1024
S. aureus 016-3 4 8 256
S. aureus 020-41 8 64 1024
CBMj;, 4 8 1024
CBMy, 8 64 1024

Taula 4.1.2.2.

La CBM de vancomicina de les soques estudiades no va augmentar en la
fase estacionaria respecte de I'exponencial en quatre de les soques
estudiades. Per altra banda, en una soca la CBM estacionaria va incrementar

fins a setze vegades la CBM respecte de la determinada en fase exponencial.
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En canvi, en la determinacié6 de la CBM de la fase adherent respecte de
I'exponencial es van produir increments molt més importants en un interval de
32 a més de 512 vegades els valors de la fase exponencial. Els valors de
CBM obtinguts eren molt elevats, propers a la concentracié utilitzada en el

tractament de la sépsia per catéter en el model animal.
Es va presentar un increment de 256 vegades el valor de la CBMs, de

vancomicina de la fase adherent respecte de I'exponencial i en el cas de la

CBMg, en fase adherent de 128 vegades respecte de I'exponencial.
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B) Ciprofloxacina.

Concentracio Inhibitoria Minima.

A la taula 4.1.2.3. s’expressen els valors de les CIMs de ciprofloxacina en front
de 12 aillaments clinics de S. aureus estudiats en fase de creixement
exponencial, estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les ClIMs i

ClIMgy, de ciprofloxacina de les soques estudiades.

CIM exponencial CIM estacionari CIM adherent
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 0,5 0,5 0,5
ATCC 29213
S. aureus A7-4 0,5 1 0,5
S. aureus D22-1 0,5 0,5 0,5
S. aureus E6-26 1 1 0,5
S. aureus F5-34 1 0,5 0,5
S. aureus F7-42 0,25 1 2
S. aureus G25-31 0,25 1 1
S. aureus M1-2 1 0,5 0,5
S. aureus M3-18 0,5 0,5 0,5
S. aureus N16-2 0,5 0,5 0,5
S. aureus 016-3 0,5 0,5 0,5
S. aureus 020-41 0,5 1 1
CIMs, 0,5 0,5 0,5
ClIMy, 1 1 1
Taula 4.1.2.3.

En cinc de les soques no es va donar cap modificacié dels valors de la CIM
en relaci6 a les condicions amb qué es va determinar, ja sigui fase
exponencial, estacionaria o adherent. Només en una soca la CIM adherent va

incrementar en vuit vegades respecte de la determinada en fase exponencial.
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No s’observa, doncs, cap modificacié dels valors de la ClIMsq i de la CIMgyg a

ciprofloxacina en relacio a la fase de creixement bacteria.

Concentracié Bactericida Minima.

A la taula 4.1.2.4. s’expressen els valors de les CBMs de ciprofloxacina en
front de 12 aillaments clinics de S. aureus estudiats en fase de creixement
exponencial, estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les CBMsy i

CBMgy, de ciprofloxacina de les soques en estudi.

CBM exponencial | CBM estacionari CBM adherent
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 8 16 128
ATCC 29213
S. aureus A7-4 8 16 32
S. aureus D221 8 8 256
S. aureus E6-26 2 2 32
S. aureus F5-34 8 4 16
S. aureus F7-42 4 4 128
S. aureus G25-31 8 16 64
S. aureus M1-2 8 4 32
S. aureus M3-18 2 16 32
S. aureus N16-2 4 8 128
S. aureus 016-3 4 8 64
S. aureus 020-41 8 4 32
CBMs;, 8 8 32
CBMy, 8 16 128

Taula 4.1.2.4.

La CBM en fase estacionaria de ciprofloxacina de les soques estudiades es
va mantenir gairebé sense modificacions o0 amb variacions minimes en la

majoria de les soques respecte de I'exponencial. En només una de les soques
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el valor de la CBM va incrementar fins a vuit vegades. En cinc de les soques
va incrementar en dues vegades, en tres es va mantenir invariable i en tres va

disminuir a la meitat.

En el cas de la fase adherent respecte de la fase exponencial els increments
de la CBM no van ser tant importants com en el cas de la vancomicina i van
oscil-lar entre dues i 32 vegades els valors obtinguts respecte de la fase
exponencial.

En tres soques els increments van ser de quatre vegades la CBM exponencial
i en tres soques els increments van ser de 32 vegades respecte de la CBM

exponencial.

Es va presentar un increment de quatre vegades de la CBMsy adherent de
ciprofloxacina respecte de la fase estacionaria i de la fase de creixement
exponencial. La CBMgy, en fase adherent va incrementar fins a 16 vegades

respecte de I'exponencial.
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C) Rifampicina.
Concentracio Inhibitoria Minima.

A la taula 4.1.2.5. s’expressen els valors de les CIMs de rifampicina en front de
12 aillaments clinics de S. aureus estudiats en fase de creixement exponencial,
estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les CIMs, i ClMgy de

rifampicina de les soques en estudi.

CIM exponencial CIM estacionari CIM adherent
(ng/mL) (pg/mL) (ng/mL)
S. aureus 0,004 0,0001 0,001
ATCC 29213
S. aureus A7-4 0,004 0,008 0,5
S. aureus D221 0,004 0,001 0,002
S. aureus E6-26 0,004 0,001 0,25
S. aureus F5-34 0,001 0,5 2
S. aureus F7-42 0,001 0,008 0,5
S. aureus G25-31 0,004 0,0001 0,001
S. aureus M1-2 0,015 0,0005 0,002
S. aureus M3-18 0,004 0,0005 0,0005
S. aureus N16-2 0,004 0,0005 0,0005
S. aureus 016-3 0,06 0,002 0,004
S. aureus 020-41 0,004 0,004 0,004
CIMs, 0,004 0,001 0,002
ClIMy, 0,015 0,008 0,5
Taula 4.1.2.5.

En el cas de la CIM en fase adherent es va produir una disminucié de la CIM en
set de les soques estudiades, respecte de la determinada en fase exponencial.
En quatre de les soques es van produir increments d’entre 125 i 2000 vegades

el valor de la CIM en fase de creixement exponencial.
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Resultats

En conjunt, es va presentar poca modificacio dels valors de la CIMs, adherent
respecte de I'exponencial mentre que la ClIMgy adherent va incrementar en
més de 32 vegades respecte de la determinada en fase de creixement

exponencial.
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Resultats

Concentracié Bactericida Minima.

A la taula 4.1.2.6. s’expressen els valors de les CBMs de rifampicina en front de

12 aillaments clinics de S. aureus estudiats en fase de creixement exponencial,

estacionari i en fase adherent, aixi com els valors de les CBMs, i CBMg, de

rifampicina de les soques en estudi.

CBM exponencial

CBM estacionari

CBM adherent

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 0,004 0,25 16
ATCC 29213

S. aureus A7-4 0,03 2 128
S. aureus D22-1 0,03 0,25 4

S. aureus E6-26 0,06 1 16
S. aureus F5-34 0,06 2 16

S. aureus F7-42 0,12 2 128
S. aureus G25-31 0,008 0,5 2
S. aureus M1-2 0,03 0,03 4
S. aureus M3-18 0,06 0,12 2
S. aureus N16-2 0,004 0,12 1
S. aureus 016-3 0,06 0,25 2
S. aureus 020-41 0,06 0,12 8
CBMj;, 0,03 0,25 4

CBMy, 0,06 2 128

Taula 4.1.2.6.

S’observen increments de la CBM més importants en la fase estacionaria

respecte de I'exponencial que en els dos antibidtics anteriors. En vuit de les

soques estudiades els increments observats de la CBM van ser almenys de

vuit vegades fins a un maxim de 64 vegades en tres de les soques

estudiades.
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En el cas dels valors de la CBM adherent respecte de I'exponencial, es van
observar increments d'entre 125 i 4000 vegades el valor de la CBM
exponencial en la majoria de les soques. En dues de les soques I'increment

va ser de fins a 4000 vegades el valor de la CBM exponencial.

Es va presentar un increment de vuit vegades la CBMs, en fase de creixement
estacionari respecte de l'exponencial i, més important, en més de 125
vegades, de la CBMs, adherent respecte de I'exponencial. Pel que fa a la
CBMg, adherent respecte de la determinada en fase de creixement

exponencial va incrementar fins en més de 2000 vegades.
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Resultats

4.1.3- Avaluacio “in vitro” de I’activitat antimicrobiana de combinacions

de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina o rifampicina.

La combinacié de vancomicina amb heparina va produir una disminucié d’entre
0,1 i 1 logo ufc/mL dels recomptes bacterians respecte de la vancomicina sola.
L’heparina no va presentar cap efecte sobre el creixement bacteria ni a les
quatre niales 24 h.

La combinacié de ciprofloxacina amb heparina va tenir un efecte indiferent ja
que o bé va mantenir el mateix efecte que la ciprofloxacina sola o bé va
produir un increment dels recomptes bacterians que oscil.laven entre 0,1 log+
ufc/mL (soca S. aureus D22-1) a 1,4 logso ufc/mL (soca S. aureus ATCC

29213) respecte de la ciprofloxacina sola.

En conjunt, l'associacié de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina va

tenir un efecte indiferent.

Pel que fa als resultats obtinguts de la combinacié de la vancomicina amb
rifampicina, aquesta va produir un lleuger increment de 0,36 logso ufc/mL en
una de les soques mentre que en quatre d’elles va tenir disminucions dels
recomptes bacterians de fins a —1,1 logq ufc/mL respecte dels que havia
aconseguit la rifampicina sola.

La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va presentar una disminucié
dels recomptes bacterians en una de les soques de fins a —1,12 log1o ufc/mL i
increments en cinc de les soques de fins a 1,2 logqo ufc/mL respecte dels que

havia aconseguit la ciprofloxacina sola.

En conjunt, podem veure, doncs, com la combinacié de la vancomicina o de la

ciprofloxacina amb la rifampicina va tenir un efecte indiferent.

4.1.3.1- Vancomicina o ciprofloxacina i heparina.
Soca S. aureus ATCC 29213.- L'activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i
heparina soles i en combinacié es pot veure a la figura 4.1.3.1.1. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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34 | —@— Control
1 | —H— Heparina
2 -| | —&—— Vancomicina
| | — %= Ciprofloxacina
y [ —K—v+H
| | —>¢— C+H
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps (h) | Control |Heparina 2500| Vancomicina | Ciprofloxacina| V+H C+H
Ul/mL (H) | 0,5 ug/mL (V) | 0,5 ug/mL (C)
0 7,6 7,6 7,6 7,6 7,6 7,6
4 8,2 8 6,1 5,6 53 54
24 8,78 8,4 4 5,8 3 7,2

Figura 4.1.3.1.1. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus ATCC
29213 amb heparina. Les combinacions amb heparina estan estudiades a les mateixes
concentracions que I'heparina o I'antibiotic sols.

La corba de letalitat va demostrar que:

. La combinacié de vancomicina amb heparina va produir una disminucié

de 1 log ufc/mL dels recomptes bacterians respecte de la vancomicina sola.
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Resultats

. L’heparina no va presentar cap efecte sobre el creixement bacteria ni a

les quatre ni a les 24 h.

. La combinacié de ciprofloxacina amb heparina va tenir un increment de

1,4 logqo ufc/mL els recomptes bacterians respecte de la ciprofloxacina sola.

" En conjunt, I'associacié de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina

va tenir un efecte indiferent.

107



Resultats

Soca S. aureus D22-1. L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i heparina
soles i en combinaci6 es pot veure a la figura 4.1.3.1.2. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.

10

Log ufc/mL

—@—— Control
—3— Heparina

1 | —&—— Vancomicina
—sk—— Ciprofloxacina

O LI | I LI | I LI | I LI | I LI I LI | I
0 4 8 12 16 20 24

Temps (hores)

Temps (h)

Control

Heparina 2500
Ul/mL (H)

Vancomicina
0,25 pg/mL (V)

Ciprofloxacina
0,5 ug/mL (C)

V+H

C+H

7,3

7.3

7.3

7,3

7,3

7,3

4

9,1

8

6.2

6,1

4,9

4,7

24

9,2

8,2

6.3

6.4

5,6

6,5

Figura 4.1.3.1.2. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus D22-1. Les
combinacions amb heparina estan estudiades a les mateixes concentracions que 'heparina o
I'antibiotic sols.
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La corba de letalitat va demostrar que:

. La combinacié de vancomicina amb heparina va produir una disminucié
de 0,7 logq ufc/mL dels recomptes bacterians a les 24 h respecte de la

vancomicina sola.

. La combinacié de ciprofloxacina amb heparina va incrementar en 0,1

log1o ufc/mL els recomptes bacterians respecte de la ciprofloxacina sola.

" En conjunt, I'associacié de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina

va tenir un efecte indiferent.
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Resultats

Soca S. aureus G25-31.- L'activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i heparina

soles i en combinacié es pot veure a la figura 4.1.3.1.3. A la taula corresponent

s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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Y
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—
1 | —@—— Control
3 —— Heparina
1 | —&—— Vancomicina
27 | —s— Ciprofloxacina
]| K v
—>— C+H
0 T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps (h) | Control [Heparina 2500 | Vancomicina | Ciprofloxacina | V+H C+H
Ul/mL (H)  |0,25 ug/mL (V)| 0,25 ug/mL (C)
6,84 6,84 6,84 6,84 6,84 | 6,84
4 8,76 7.8 6 6 492 | 468
24 9,72 9 6,72 6,96 6 7

Figura 4.1.3.1.3. Corba de letalitat i taula de valors de 'estudi de la soca S. aureus G25-31.
Les combinacions amb heparina estan estudiades a les mateixes concentracions que
I'heparina o I'antibiotic sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

= La combinacié de vancomicina amb heparina va produir una disminucié de
0,72 logq ufc/mL dels recomptes bacterians a les 24 h respecte de la

disminucio de la vancomicina sola.
= La combinacié de ciprofloxacina amb heparina va tenir practicament el
mateix efecte que el que va presentar la ciprofloxacina sola, amb un

increment de 0,04 log4o ufc/mL dels recomptes bacterians.

= En conjunt, I'associacié de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina va

tenir un efecte indiferent.
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Soca S. aureus N16-2. L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i heparina
soles i en combinaci6 es pot veure a la figura 4.1.3.1.4. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.

—
=
~~
(&)
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J —
34 | —@— Control
1 | —H— Heparina
2 | | —#&—— Vancomicina
| | —%— Ciprofloxacina
| |—K—v+H
| |—>&— C+H
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps | Control | Heparina 2500 | Vancomicina | Ciprofloxacina| V+H C+H
(h) Ul/mL (H) 0,25 pug/mL (V)| 0,5 pg/mL (C)
7,7 7,7 7,7 7,7 7,7 7,7
8,3 8,2 6,5 59 6,6 5,8
24 8,8 8,1 5,8 4,9 57 5,1

Figura 4.1.3.1.4. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus N16-2. Les
combinacions amb heparina estan estudiades a les mateixes concentracions que 'heparina o

I'antibiotic sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

. La combinacié de vancomicina amb heparina va produir una disminucié
de 0,1 logqo ufc/mL dels recomptes bacterians a les 24 h respecte de I'efecte de

la vancomicina sola.
" La combinacié de ciprofloxacina amb heparina va produir un increment
de 0,2 log ufc/mL en els recomptes bacterians respecte de la ciprofloxacina

sola.

" En conjunt, 'associacié de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina

va tenir un efecte indiferent.
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Resultats

4.1.3.2- Vancomicina o ciprofloxacina i rifampicina.

Soca S. aureus ATCC 29213. L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i

rifampicina soles i en associacid pot veure’s a la figura 4.1.3.2.1. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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1 | —@— Control
34 | —H— Rifampicina
{ | ——— Vancomicina
2 — —=—— Ciprofloxacina
| |[—K—V+R
1 _ + C+R
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps [Control| Rifampicina Vancomicina | Ciprofloxacina V+R C+R
(h) 0,004 ug/mL (R) | 0,5 ug/mL (V) | 0,5 ug/mL (C)
0 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
4 8,73 6,74 6,88 5,92 6,33 6,33
24 8,62 4 7 3,53 4 3,6

Figura 4.1.3.2.1. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus ATCC
29213. Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions

que els antibiodtics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

. La combinacié de vancomicina amb rifampicina va presentar a les 24 h el

mateix efecte que la rifampicina sola.

" La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va presentar el mateix
efecte que la ciprofloxacina sola, ja que va incrementar en 0,07 log,o ufc/mL els
recomptes bacterians que s’havien obtingut amb la ciprofloxacina sola a les 24
h. Respecte de rifampicina sola, I'associacié va disminuir en 0,4 logq ufc/mL

I'efecte que aquest antibidtic havia tingut sol.

" En conjunt, la combinaci6 de vancomicina o ciprofloxacina amb

rifampicina va tenir un efecte indiferent.
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Resultats

Soca S. aureus D22-1.- L’activitat de la vancomicina, de ciprofloxacina i
rifampicina soles i en associacié pot veure’s a la figura 4.1.3.2.2. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a log4o ufc/mL.
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3 —@—— Control
—4— Rifampicina
5 —&A—— Vancomicina
—k—— Ciprofloxacina
1] [—K—WR
—>— C+R
0 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps | Control Rifampicina Vancomicina | Ciprofloxacina | V+R C+R
(h) 0,004 pg/mL (R) | 0,25 ug/mL (V)| 0,5 pg/mL (C)
0 7.9 7.9 7.9 7.9 7.9 7.9
4 8,42 6,36 7,18 5,94 6,5 6,65
24 9,28 4,84 8,28 3,3 4,32 4,13

Figura 4.1.3.2.2. Corba de letalitat i taula de valors de 'estudi de la soca S. aureus D22-1.
Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions que els
antibiotics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

= La combinacié de vancomicina amb rifampicina va produir una disminucio
de 0,52 logso ufc/mL dels recomptes bacterians a les 24 h respecte de la

disminucié que va presentar la rifampicina sola.

= La combinacio de ciprofloxacina amb rifampicina va incrementar en 0,83
logqo ufc/mL I'indcul inicial respecte dels recomptes que va presentar la
ciprofloxacina sola, que va ser l'antibidtic que ailladament va presentar una

major disminucio dels recomptes bacterians a les 24 h.

= En conjunt, la combinacié de vancomicina o ciprofloxacina amb rifampicina

va tenir un efecte indiferent.

117



Resultats

Soca S. aureus G25-31.- L’activitat de la vancomicina, de ciprofloxacina i de
la rifampicina soles o en associacié pot veure’s a la figura 4.1.3.2.3. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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3 1 | —@—— Control
41 | —fH=— Rifampicina
2 4 | ——— Vancomicina
]l | — k= Ciprofloxacina
14 [—K— vR
| |—>%—C+R
0 T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I T T T I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps | Control | Rifampicina Vancomicina | Ciprofloxacina V+R C+R
(h) 0,004 ug/mL (R) | 0,25 ug/mL (V) | 0,25 pug/ mL (C)
7,91 7,91 7,91 7,91 7,91 7,91
8,47 6,79 6,24 6,24 6,48 6,48
24 8,65 7,34 8,34 6,38 6,5 5,26

Figura 4.1.3.2.3. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus G25-31.
Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions que els
antibidtics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

. La combinacid de vancomicina amb rifampicina va presentar una
disminucié dels recomptes bacterians a les 24 h de 0,84 log4o ufc/mL major que

la presentada per la rifampicina sola.

. La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va disminuir en 1,12
log1o ufc/mL els recomptes bacterians respecte de la ciprofloxacina sola, que va
ser l'antibidtic que ailladament va presentar la major disminucié del recomptes

bacterians.

" En conjunt, la combinaci6 de vancomicina o ciprofloxacina amb

rifampicina va tenir un efecte indiferent.
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Soca S. aureus M1-2.- L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i
rifampicina soles i en associacid pot veure’s a la figura 4.1.3.2.4. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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31 | —@— Control
1 | —HBF— Rifampicina
2 | | —&—— Vancomicina
{ | —— Ciprofloxacina
| —k—wR
| |[—X—c+R
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps | Control Rifampicina Vancomicina | Ciprofloxacina| V+R C+R
(h) 0,015 ug/mL (R)[ 0,25 pug/mL (V)| 1 ug/mL (C)
7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
8,36 6,48 7,84 6,56 6,58 6,4
24 8,75 5,81 8,43 4,3 4,92 5,22

Figura 4.1.3.2.4. Corba de letalitat i taula de valors de l'estudi de la soca S. aureus M1-2.
Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions que els
antibidtics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

" La combinacié de vancomicina amb rifampicina va disminuir 0,89 logi

ufc/mL més que la rifampicina sola els recomptes bacterians a les 24 h.

. La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va incrementar en 0,92
logso ufc/mL els recomptes bacterians de la ciprofloxacina sola que va ser
lantibiotic que a les 24 h va presentar la major disminucié dels recomptes

bacterians.

" En conjunt, Il'associaci6 de vancomicina amb rifampicina o

ciprofloxacina amb rifampicina va ser indiferent a les 24 h.
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Resultats

Soca S. aureus N16-2.- L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i
rifampicina soles i en associacid pot veure’s a la figura 4.1.3.2.5. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.
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31 | —@— Control
41 | —HBF— Rifampicina
2 | | —&—— Vancomicina
{ | —— Ciprofloxacina
| —k—wR
| |[—X—c+R
O 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps| Control Rifampicina Vancomicina | Ciprofloxacina V+R C+R
(h) 0,004 ug/mL (R)| 0,25 pg/mL (V)| 0,5 ug/mL (C)
7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
8,37 6,35 8,15 6,39 6,28 6,31
24 8,69 4,32 8,28 3,74 4,68 4,51

Figura 4.1.3.2.5. Corba de letalitat i taula de valors de 'estudi de la soca S. aureus N16-2.
Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions que els
antibidtics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

" La combinacié de vancomicina amb rifampicina va empitjorar el resultat
que havia presentat la rifampicina a les 24 h en incrementar en 0,36 log4o ufc/mL

els recomptes bacterians respecte de la rifampicina sola.

" La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va incrementar en 0,77
log1o ufc/mL els recomptes bacterians a les 24 h respecte de la disminucioé que
havia presentat la ciprofloxacina sola, que va ser I'antibidtic que ailladament va

presentar major disminucié dels recomptes bacterians.

" En conjunt, la combinaci6 de vancomicina o ciprofloxacina amb

rifampicina va tenir un efecte indiferent.
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Soca S. aureus 020-41.- L’activitat de la vancomicina, ciprofloxacina i
rifampicina soles i en associacid pot veure’s a la figura 4.1.3.2.6. A la taula

corresponent s’expressen els recomptes bacterians com a logqo ufc/mL.

Log ufc/mL

31 | —@— Control

1 | —H— Rifampicina

2 - | —&—— Vancomicina
{ | —%=— Ciprofloxacina
14 [—K— V+R

| |—>&— C+R

e - L B L B
0 4 8 12 16 20 24
Temps (hores)
Temps | Control Rifampicina Vancomicina Ciprofloxacina| V+R C+R
(h) 0,004 pg/mL (R)| 0,5 ug/mL (V) | 0,5 pg/mL (C)

7,38 7,38 7,38 7,38 7,38 7,38
8,69 6,75 6,94 4,2 6,78 6,14
24 9,2 6,24 8,58 3,9 5,1 5,1

Figura 4.1.3.2.6. Corba de letalitat i taula de valors de I'estudi de la soca S. aureus 020-41.
Les combinacions amb rifampicina estan estudiades a les mateixes concentracions que els
antibidtics sols.
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Resultats

La corba de letalitat va demostrar que:

] La combinacié de vancomicina amb rifampicina va disminuir en 1,14

log1o ufc/mL els recomptes bacterians a les 24 h respecte de la rifampicina sola.

" La combinacié de ciprofloxacina amb rifampicina va incrementar en 1,2
logqo ufc/mL els recomptes bacterians a les 24 h respecte de la disminucié que
va aconseguir la ciprofloxacina sola, que va ser I'antibidtic que ailladament va

presentar la major disminucié dels recomptes bacterians.

] En conjunt, I'associacié d’antibiotics va tenir un efecte indiferent també

en aquesta soca.
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Resultats

4.2- Avaluacio de l’estabilitat de les combinacions de vancomicina o

ciprofloxacina amb heparina o rifampicina.

4.2.1- Estabilitat de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina.

A la taula 4.2.1. s’expressen les concentracions de vancomicina (2000
Mg/mL) i ciprofloxacina (1000 pg/mL) en una solucié amb heparina (2500
Ul/mL) dins d’'un tub de vidre a 37° C en aire ambient a diferents intervals de
temps. Els resultats que es presenten son la mitjana = la desviacio

estandard de les tres aliquotes analitzades simultaniament.

0 hores 24 hores 48 hores 72 hores
Vancomicina' 2096 + 74 1917 + 90 1841+ 18 1967 + 67
(amb heparina)

Ciprofloxacina’| 1010 + 20 970 + 40 1045+ 50 1045 + 45
(amb heparina)

Taula 4.2.1.

'Pel métode de I'immunoassaig.
’Pel métode del bioassaig.

Vancomicina i ciprofloxacina van ser estables en una soluci6 amb heparina
al llarg del periode d’observacié de 72 h amb una variacié inferior al 10%

respecte dels valors inicials.

A més, cal remarcar que en cap de les mostres es va observar precipitacio

macroscopica.

126



Resultats

4.2.2- Estabilitat de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina.

A la taula 4.2.2. s’expressen les concentracions de vancomicina (2000 pg/mL)
i ciprofloxacina (2000 pg/mL) soles i en combinacié amb rifampicina (3000
pg/mL) dins d’un tub de vidre a 37° C en aire ambient en una solucié sense
heparina a diferents intervals de temps. Els resultats que es presenten soén la
mitjana + la desviacid estandard de les tres aliquotes analitzades

simultaniament.

0 hores 24 hores 48 hores 72 hores

Rifampicina® 2925 + 32 2724 +50 | 2430 £ 51 2218 + 64
Vancomicina' 2018 £ 60 1980 + 75 1910 + 62 1892 + 35
Vancomicina' 1975 £ 65 1930 + 67 1848 + 34 1840 + 46
Rifampicina’ 2980 + 51 2632+55 | 2600+40 | 2580+ 32
Ciprofloxacina® 1950 + 30 1900 + 42 1875 + 60 1870 + 41
Ciprofloxacina® 1960 +12 1920 + 35 1915 + 65 1880 + 37
Rifampicina’ 3027 + 31 2414 +45 | 2410+38| 2234+62

Taula 4.2.2.

'Pel métode de immuoassaig.

Pel métode del bioassaig.

*Pel metode de cromatografia liquida en fase reversa.
Vancomicina i ciprofloxacina van ser estables en combinacié amb rifampicina
al llarg del periode d’'observacié de 72 h amb una variacié inferior al 10%
respecte dels valors inicials.
La rifampicina es mantenia estable perd amb una disminucié aproximada del
15% amb vancomicina i fins del 25% dels valors inicials sola i en combinacié

amb ciprofloxacina.
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4.3- Estudis en el model animal d’infeccié per catéter.

4.3.1- Estandarditzacié del model animal.

A la taula 4.3.1. s’expressen els resultats dels experiments d’estandarditzacio
del model animal de sépsia per catéter produida per S. aureus (soca N16-2)
amb 20 conills New Zealand. Resultats dels estudis microbioldgics despres de

sacrificar els animals a les 18 i 48 h des de qué es va provocar la infeccio.

nmorts/ n | HQT/HQP' | Rodatge” Rentat”® Sonicat™®
total n negatius/ | Mitjana+DS | Mitjana + DS
n total (log4o ufc) (log4e ufc)
18 hores 0/ 10 10/ 10 0/ 10 41+1.2 45+1,1
48 hores 2/ 10 8/ 8 0/8 40+1,5 41+1,3
Taula 4.3.1.

' Cultius de la sang obtinguda transcatéter (HQT) amb recomptes bacterians
superiors 4 vegades a la sang obtinguda a través de vena periferica (HQP).

2 Negatiu es va considerar com un nimero d’ufc < a 15 pel cultiu semiquantitatiu. Es
va considerar un resultat negatiu del cultiu quantitatiu si el nimero total d’ufc era
menor de 40 pel rentat (1,6 log4o ufc) o de 80 pel sonicat (1,9 log4, ufc).

% Els resultats dels cultius quantitatius estan expressats com la mitjana + DS del
logo ufc del segment.

Mitjancant el metode d’infeccié endoluminal, la superficie interna i també
I'externa del catéter es van colonitzar amb recomptes bacterians elevats que
causen bacteriemia als conills. Tots els animals estaven infectats amb
puntes de catéter amb cultiu positiu pel métode semiquantitatiu i quantitatiu

ales 18 hiales 48 h de la infeccio.
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4.3.2- Estudis d’eficacia terapéutica mitjangant I’antibiotic-lock en el

model de sépsia per catéter.

4.3.2.1- Eficacia de I’heparina, vancomicina i ciprofloxacina soles o en
combinacié.

* Resultats de la soca S. aureus N16-2.

A la taula 4.3.2.1.1. s’expressen els resultats del tractament de sépsia per
catéter produida per S. aureus (soca N16-2) en un model animal. Els animals
van ser sacrificats 24 h després d’iniciar el tractament mitjangant la técnica de
'antibiotic-lock. Les concentracions administrades van ser: heparina 2500

Ul/mL, vancomicina 2000 pug/mL i ciprofloxacina 1000 ug/mL.

Rodatge Rentat Sonicat
Grups de n morts/ n n Mitjana + n Mitjana +
tractament n negatius/ | negatius/ | DS*(log;oufc)negatius/ |DS*(log4,ufc)
total ntotal' | n total? n total®

Control 0/ 14 0/ 14 0/ 14 4,40 + 0,81 0/ 14 4,59 +0,71

Heparina 0/8 0/8 0/ 8 4,03 £ 0,57 0/8 5,04 £ 0,98

Vancomicina 2/ 13 0/ 11 0/ 11 4,60 £ 0,87 0/ 11 4,92 +0,92

Ciprofloxacina | 1/15 6/ 147 8/14" | 247+096" | 6/14"7 [361+1,61*

Vancomicina + 1/10 0/9 0/9 3,95+ 0,85 0/9 4,85+ 0,50
Heparina

Ciprofloxacina+ | 1/15 0/14 0/ 14 3,72+0,75 0/14 5,05 £ 0,68
Heparina

Taula 4.3.2.1.1.

! Negatiu es va considerar com un namero d’ufc < a 15.

2 Es va considerar un resultat negatiu del cultiu quantitatiu si el numero total d'ufc
era menor de 40 pel rentat (1,6 logioufc) i 80 pel sonicat (1,9 logqgufc) .

® Els resultats dels cultius quantitatius estan expressats com la mitjana + DS del
logqo ufc del segment.

T p<0,05 respecte de tots els grups.
* p<0,05 respecte del grup ciprofloxacina amb heparina.

Els animals del grup control van ser sacrificats a les 18 h de la infecci6. Cap
d’ells va morir abans del sacrifici i tots van presentar un cultiu bacteria positiu

dels rentats, dels rodatges i dels sonicats.
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L’heparina després de 24 h de tractament no va aconseguir esterilitzar cap
catéter. En finalitzar aquest periode, cap dels animals havia mort.

En el grup de tractament de la vancomicina no es va negativitzar cap dels
rentats, rodatges o sonicats. Dos animals van morir abans de la finalitzacio del
periode de tractament. Ciprofloxacina sola va ser el tractament que va
aconseguir millors resultats en negativitzar 8 dels rentats, 6 dels rodatges i 6

dels sonicats. Un dels animals va morir abans de la finalitzacié del tractament.

El grup de tractament de vancomicina amb heparina tampoc no va aconseguir
negativitzar cap dels cultius. Va morir un dels deu animals abans de finalitzar
el tractament. El grup de ciprofloxacina amb heparina no va aconseguir
negativitzar cap dels cultius i va disminuir, doncs, la taxa d’esterilitzacié del
catéter aconseguida amb la ciprofloxacina sola. Un dels 15 animals del grup

de tractament es va morir abans de la finalitzaci6 del periode de tractament.
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* Resultats de la soca S. aureus D22-1.

A la taula 4.3.2.1.2. s’expressen els resultats del tractament de sépsia per
catéter en un model animal produida per S. aureus (soca S. aureus D22-1).
Els animals van ser sacrificats 24 h després d’iniciar el tractament mitjangant
la técnica de l'antibidtic-lock. Les concentracions administrades van ser:

heparina 2500 Ul/mL, vancomicina 2000 pg/mL i ciprofloxacina 1000 pg/mL.

Rodatge Rentat Sonicat
Grups de n morts/ n n Mitjana + DS® n Mitjana + DS®
tractament n negatius/ | negatius/ | (logq, ufc) negatius/ | (log,, ufc)
total n total’ n total® n total®
Control 0/9 0/9 0/9 4,67 +1,08 0/9 4,86 + 1,41
Heparina o/7 0/7 o/7 5,56 +1,49 o/7 5,69+ 0,60
Vancomicina | 0/12 8/ 12" 6/12" | 223+0,70" | 5/12" | 294+1,11"
Ciprofloxacina| 1/13 10/ 127 7/ 127 2,34+ 1,077 5/ 127 2,42 +0,67"
Vancomicina + 1711 7/ 107 3/10 2,80 + 1,41 5/ 10" 317 +1,71%
Heparina
Ciprofloxacina| 0/ 12 9/127 8/ 127 2,29 +1,03" 8/127 1,26 + 1,241
+ Heparina
Taula 4.3.2.1.2.

! Negatiu es va considerar com un numero d’ufc < a 15.

% Es va considerar un resultat negatiu del cultiu quantitatiu si el numero total d’'ufc
era menor de 40 pel rentat (1,6 logsoufc) i 80 pel sonicat (1,9 log4o ufc).

® Els resultats dels cultius quantitatius estan expressats com la mitjana +/- DS del
logio ufc del segment.

T p<0,05 respecte del grup control i d’heparina.
* p<0,05 respecte del grup d’heparina.

Els animals del grup control van ser sacrificats a les 18 h de la infeccié. Cap
d’ells va morir abans del sacrifici i tots van presentar un cultiu bacteria positiu

dels rentats, dels rodatges i dels sonicats.

L’heparina després de 24 h de tractament no va aconseguir esterilitzar cap

catéter. En finalitzar aquest periode, cap dels animals havia mort.
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El grup de tractament de vancomicina va negativitzar vuit de 12 rodatges, sis
rentats i cinc sonicats. Cap dels animals va morir abans de la finalitzacio del
periode de tractament. El grup de tractament de ciprofloxacina va negativitzar
10 dels rodatges, set rentats i cinc sonicats. Un dels 13 animals del grup de

tractament va morir.

En el grup de tractament de vancomicina amb heparina, va negativitzar set
rodatges i cinc sonicats, perd només tres rentats. Un dels animals del grup va
morir abans de la finalitzacié del periode de tractament. En el grup de
tractament de ciprofloxacina amb heparina es van negativitzar nou dels
rodatges, vuit dels rentats i vuit dels sonicats. Cap dels animals va morir

abans de la finalitzacio del tractament.
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4.3.2.2- Eficacia de vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina soles o en
combinacié.
1. Estudis terapeéutics.

* Tractament 24 hores.

A la taula 4.3.2.2.1.1. s’expressen els resultats del tractament de sépsia per
catéter en un model animal produida per S. aureus (soca N16-2). Els animals
van ser sacrificats 24 h després d’iniciar el tractament. Les concentracions
dels antibidtics administrats van ser: vancomicina 2000 ug/mL, ciprofloxacina

2000 pg/mL i rifampicina 3000 png/mL.

Rodatge Rentat Sonicat
Grups de | n morts/ n n |Mitjana + DS® n Mitjana + DS
tractament n negatius/ | negatius/| (logy, ufc) negatius/ | (log,, ufc)
total n total’ n total? n total?
Control 0/13 0/13 0/13 4,63+1,03 0/13 4,57 £1,12
Rifampicina 1/15 11/14" | 10/14" | 154+0,82" | 10/14" [1,63+1,05
Vancomicina 2/ 13 0/ 11 0/ 11 4,60 + 0,87 0/ 11 492 +0,92
Ciprofloxacina 1712 4 /11 4/ 11 2,83+1,53 4/ 11 2,61+1,77
Vancomicina +| 0/ 11 9/117 511" | 1,75+0,76" | 5/117 | 1,64+0,71"
Rifampicina
Ciprofloxacina| 1/14 13137 | 7/13" | 1,54+066" | 10/13" [123+0,76
+ Rifampicina

Taula 4.3.2.2.1.1.

! Negatiu es va considerar com un numero d’ufc < a 15.

2 Es va considerar un resultat negatiu del cultiu quantitatiu si el nUmero total d’'ufc era
menor de 10 pel rentat i pel sonicat (1 log+ ufc).

® Els resultats dels cultius quantitatius estan expressats com la mitjana + DS del logq
ufc del segment.

T p< 0,05 respecte dels grups control i vancomicina.

Els animals del grup control van ser sacrificats a les 18 h de la infecci6. Cap
d’ells va morir abans del sacrifici i tots van presentar un cultiu bacteria positiu

dels rentats, dels rodatges i dels sonicats.

La rifampicina va negativitzar 11 de 14 rodatges i 10 rentats i sonicats. Un

dels 15 animals va morir abans de finalitzar el periode de tractament.
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En el grup de tractament de vancomicina, no es va aconseguir negativitzar
cap dels rodatges, rentats i sonicats. Dos dels 13 animals van morir abans de
la finalitzacié del periode de tractament. La ciprofloxacina va aconseguir
negativitzar quatre dels rentats, quatre rodatges i quatre sonicats. Un dels 12

animals va morir abans de la finalitzacié del tractament.

En el grup de tractament de la vancomicina associada a rifampicina, es van
negativitzar nou de 11 rodatges, cinc rentats i cinc sonicats. No va morir cap
animal abans de la finalitzaciéo del periode de tractament. En el grup de
tractament de la ciprofloxacina combinada amb rifampicina, es van
negativitzar 13 de 13 rodatges, 10 sonicats i set rentats. Un dels 14 animals

va morir abans de la finalitzacié del periode de tractament.
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* Tractament 72 hores.

A la taula 4.3.2.2.1.2. s’expressen els resultats del tractament de sépsia per

catéter produida per S. aureus (soca N16-2) en un model animal. Els animals

van ser sacrificats 72 h després d’iniciar el tractament. Les concentracions

dels antibidtics administrats van ser: vancomicina 2000 pug/mL, ciprofloxacina

2000 pg/mL i rifampicina 3000 png/mL.

Rodatge Rentat Sonicat
Grups de n morts/ n n Mitjana + DS’ n Mitjana + DS’
tractament n negatius/ |negatius/| (logq, ufc) |negatius/| (logq, ufc)
total ntotal' | n total® n total®
Control’ 0/20 0/20" 0/20" | 62+27" | 0/20" | 56+1,1
Rifampicina 0/13 11/13 13/ 13 1+0,0 12/ 13 1,1+0,4
Vancomicina 7/ 97 - - - - -
Ciprofloxacina 2/ 11 4/9 8/9 1,2+ 0,5 5/9 1,9+1,4
Vancomicina + 1715 12/14 13/ 14 1+ 0,2 10/ 14 1,2+0,4
Rifampicina
Ciprofloxacina 0/ 19 13/19 15/ 19 1,3+0,4 13/ 19 1,5+0,9
+ Rifampicina

Taula 4.3.2.2.1.2.

! Negatiu es va considerar com un niumero d'ufc < a 15.

2 Es va considerar un resultat negatiu del cultiu quantitatiu si el numero total d’'ufc
era menor de 10 pel rentat i pel sonicat (1 log4q ufc).

® Els resultats dels cultius quantitatius estan expressats com la mitjana + DS del
log,o ufc del segment.

*El grup control d’infeccié va ser processat a les 24 h de produir la infeccio.

T p< 0,05 respecte de tots els grups.
Els animals del grup control van ser sacrificats a les 18 h de la infecci6. Cap

d’ells va morir abans del sacrifici i tots van presentar un cultiu bacteria positiu

dels rentats, dels rodatges i dels sonicats.
En el grup de tractament de la rifampicina es van negativitzar 13 de 13

rentats, 12 sonicats i 11 rodatges. Cap animal no va morir durant el periode

de tractament.

135



Resultats

En el grup de tractament amb vancomicina sola, set dels nou animals van

morir abans de finalitzar el periode de tractament.

En el grup de tractament de la ciprofloxacina es van negativitzar quatre de
nou rodatges, vuir rentats i cinc sonicats. Dos d’11 animals van morir abans

de la finalitzacio del periode de tractament.

En el grup de tractament de la vancomicina combinada amb rifampicina es
van negativitzar 12 de 14 rodatges, 13 dels rentats i 10 dels sonicats. Un dels
15 animals del grup va morir abans de la finalitzaci6 del periode de

tractament.

En el grup de tractament de la ciprofloxacina combinada amb la rifampicina es
van negativitzar 13 de 19 rodatges, 15 rentats i 13 sonicats. Cap dels animals

del grup no va morir abans de la finalitzacié del periode de tractament.

2. Avaluacio de I'aparicié de resisténcies.

* Experiments de 24 hores.

A les taules 4.3.2.2.2.1. 1 4.3.2.2.2.2. s’expressen els resultats de I'estudi de
laparicié de resisténcies en qualsevol dels grups de tractament amb
ciprofloxacina o rifampicina soles o en combinacid, del rentat o del sonicat

dels animals dels grups de tractament de 24 h de la soca S. aureus N16-2.

n resistents/ n total’
Ciprofloxacina 0/9
Ciprofloxacina + 0/6
Rifampicina
Total’ 0/ 15

Taula 4.3.2.2.2.1.
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n resistents/ n total’

Rifampicina 15
Rifampicina + 0/7
Vancomicina
Rifampicina + 0/6
Ciprofloxacina

Total' 1/18

Taula 4.3.2.2.2.2.
'Referit al total de soques recuperades, per animal.

* Experiments 72 hores.

A les taules 4.3.2.2.2.3. i 4.3.2.2.2.4. s’expressen els resultats de I'estudi de
l'aparici6 de resisténcies en qualsevol dels grups de tractament amb
ciprofloxacina o rifampicina soles o en combinacié, del rentat o del sonicat del
catéter dels animals del grup de tractament de 72 h de la soca S. aureus N16-
2.

n resistents/ n total’

Ciprofloxacina 0/ 4

Ciprofloxacina +

Rifampicina 0/ 8
Total’ 0/ 12
Taula 4.3.2.2.2.3.

n resistents/ n total’

Rifampicina 0/1
Rifampicina + 0/5
Vancomicina
Rifampicina + 0/8
Ciprofloxacina

Total' 0/ 14

Taula 4.3.2.2.2.4.

'Referit al total de soques recuperades, per animal.
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Només una de les soques recuperades va presentar una CIM a rifampicina
superior a 0,04 pg/mL. | en l'estudi de sensibilitat pel métode de la
macrodilucié en brou va ser de 8 ug/mL. Corresponia al grup de tractament de
24 h amb rifampicina.

Aix0 fa una taxa d’aparicié de resistencies del 20% respecte del total de les
soques recuperades del seu grup d’animals i del 5,6% respecte de totes les
soques recuperades dels grups de tractament amb rifampicina, ja sigui sola o

en combinacid durant 24 h.

En els grups de tractament de 72 h, de les 14 soques recuperades del rentat
o del sonicat dels grups de tractament amb rifampicina o de les 12 soques
recuperades dels grups amb ciprofloxacina, cap va presentar resisténcia a

rifampicina o a ciprofloxacina.
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V- DISCUSIO.

La insercié de dispositius intravasculars €s un dels procediments que més es
realitza als pacients hospitalitzats. Malgrat emprar unes acurades normes de
profilaxi, hi ha una elevada taxa d’infeccions i aquestes poden donar lloc a
complicacions en el curs clinic dels malalts que fins i tot poden posar en perill
la vida dels pacients. La colonitzacié del catéter per microorganismes s’inicia
poques hores despreés de la insercié de les linies vasculars, fonamentalment
per la superficie externa del catéeter perd també per la interna a partir de la
connexié. Tradicionalment, el tractament d’aquestes infeccions originades en
el catéter havia estat la retirada del mateix i la instauracid6 de cobertura
antibiotica. Per0 diversos estudis han demostrat que en algunes
circumstancies aquestes infeccions es poden curar sense la necessitat
obligatoria de retirar el catéter (2, 7, 10).

Aixd evita despeses econodmiques al sistema sanitari i incomoditats al malalt
derivades de la necessitat d’obtenir nous accessos vasculars en els pacients
que requereixen catéters de forma permanent. En l'intent de millorar o trobar
noves alternatives de tractament d’aquestes infeccions sense la retirada a
priori del catéter, I'objectiu principal d’aquest treball és avaluar I'eficacia de
diferents antibiotics sols o en combinacié per a tractar les infeccions de
catéter pel metode de l'antibidtic-lock, aixi com quin valor pot tenir 'heparina
local per a aconseguir l'esterilitzacié del catéter. Per a estudiar aquestes
combinacions terapéutiques s’ha valorat “in vitro” I'eficacia antibacteriana de
I'heparina per ella mateixa, la dels antibidtics sols i en combinacid, I'estabilitat
dels antibiotics en combinacié amb heparina i també amb rifampicina, aixi
com s’ha avaluat “in vivo” I'eficacia de les diferents pautes estudiades en un

nou model animal d’experimentacié d’infeccié per catéter.

L’activitat antibacteriana de I'heparina i dels diversos antibidtics va ser
avaluada “in vitro” front a bacteris en diverses fases de creixement inclos en
fase de creixement exponencial, que és la manera habitual de determinacié
de la CIM i la CBM dels antibidtics. En aquesta situacio els bacteris es troben
lliures en un medi liquid ric en nutrients i en fase activa de creixement. No

obstant, aquesta no és la situacié en la que es troben a la clinica, on els
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microorganismes causants de sépsia per catéter estan adherits a una
superficie plastica sense o amb poc accés als nutrients i en una fase
estacionaria de creixement. Es per aixd que varem estudiar el comportament
dels diferents antibidtics en front dels bacteris en les diferents condicions de
creixement: fase de creixement exponencial, fase estacionaria i fase adherida

al cos estrany.

L’heparina es va estudiar en un interval de concentracions de 1000-6000
Ul/mL. No va presentar activitat antibacteriana front cap de les 12 soques de
S. aureus estudiades, ja que tant la CIMsy com la CIMg, van ser superiors a
6000 Ul/mL. Com les concentracions d’heparina superiors a 5000 Ul/mL no es
troben per a us clinic, no es va estudiar lactivitat de I'heparina a
concentracions majors a 6000 Ul/mL. Donada aquesta manca d’activitat en
fase de creixement exponencial, condicions normals en les que es realitza la
determinaci6 de la CIM, no es van realitzar noves determinacions de CIM en
altres condicions, és a dir, en fase de creixement estacionari o adherent, ni
tampoc no es va determinar la CBM d’heparina (taula 4.1.1.1., pagina 92), ja
que la situacié metabolica en la qué es troben fa disminuir la sensibilitat als

antimicrobians.

Com ja s’ha comentat, els catéters inserits estan predisposats a la formacio
de beines de fibrina sobre la superficie plastica la qual cosa afavoreix la
colonitzacié per microorganismes, la seva multiplicacid protegits dels
mecanismes de defensa de l'individu i, finalment, la manifestacio clinica d’'una
infeccid (17). Fins ara per a l'estudi de la infecci6 del catéter s’han
desenvolupat diferents models de bacteris en biocapes (177,205,206). Els
primers models “in vitro” desenvolupats (207) per a I'estudi de les biocapes
consistien en submergir segments de catéter dun cm en una solucié de
tampé fosfat o amb aigua destil.lada amb inoculs de microorganisme de
linterval de 10”-10° ufc/mL. Aquestes barreges es van incubar durant 96 h a
37°C. Es retiraven els segments de catéter cada 5-10 minuts durant la primera
hora i després a diferents temps fins a 96 h (207). Aquests procediments van
permetre confirmar i estudiar “in vitro” la colonitzacié bacteriana de superficies

plastiques amb técniques de microscopia electronica.
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En el nostre estudi, per a valorar les especials caracteristiques de sensibilitat
dels microorganismes que formen biocapes bacterianes es va utilitzar el
métode de determinacio de la CIM i la CBM a nivell de la biocapa bacteriana
de cadascun dels antibidtics a partir del model de Ramirez de Arellano i
col.laboradors (117,206) amb algunes modificacions: es van utilitzar soques
de I'espécie S. aureus en lloc de S. epidermidis, el segment de catéter va ser
de silicona en lloc de PVC, i els rentats del catéter per a garantir que les
determinacions de CIMs de la fase adherent es feien només en els bacteris
adherits i de les CBMs sense I'efecte de I'antibiotic, es van fer en MHB en lloc
de PBS. La CIM només la vam determinar per macrodilucié pel métode
estandard de la NCCLS.

Aplicant aquesta metodologia als estudis de sensibilitat dels antimicrobians
del treball, en el cas de la vancomicina les CIM en fase exponencial i
estacionaria eren practicament iguals i només en una de les 12 soques
estudiades “in vitro” es produia un increment de vuit vegades. Pel que fa a la
CBM en fase estacionaria respecte de la fase exponencial només en una
soca es va incrementar fins a un maxim de setze vegades.

En relacio a la CIM en fase adherent respecte de la fase exponencial, aquesta
va presentar increments més importants de fins a vuit vegades en tres de les
soques estudiades, perd en tres de les soques tampoc no es va modificar
(taula 4.1.2.1., pagina 94). Pel que fa a la CBM adherent respecte de
I'exponencial, en la majoria de les soques es van produir increments més
importants en un interval de 32 fins a més de 512 vegades el valor de la CBM
exponencial (taula 4.1.2.2., pagina 96).

Tot i aixo, la CBMg, adherent va ser inferior a la concentracié de vancomicina
a l'interior del catéter de 2000 ug/mL amb qué es van tractar les infeccions en
el model animal desenvolupat. Si valorem la relacié terapéutica per a
vancomicina, definida aquesta com el quocient entre la concentracié
terapéutica administrada, en aquest cas a l'interior del catéter, respecte de la
CBMg, adherent, veiem que aquesta és només de 1,95 (2000 ug/mL respecte
1024 ug/mL) i aixd podria explicar la ineficacia de la vancomicina en el model

animal en aquest grup de tractament.
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Pel que fa a la ciprofloxacina, la CIM en fase estacionaria es va mantenir
practicament invariada respecte de la CIM determinada en fase exponencial i
nomeés en dues soques va incrementar en quatre vegades. Pel que fa a la
CIM en fase adherent respecte de la fase de creixement exponencial també
es va mantenir practicament igual en la majoria de les soques i nomeés en una
soca va incrementar en vuit vegades (taula 4.1.2.3., pagina 98).

Pel que fa a la CBM estacionaria de ciprofloxacina respecte de I'adherent
nomes en una soca va incrementar en vuit vegades. En canvi, en relacié a la
CBM adherent respecte de I'exponencial va incrementar en 16 o més vegades
en set de les soques estudiades (taula 4.1.2.4., pagina 99). Malgrat aquests
increments, les concentracions es van mantenir encara fins a un minim de set
i un maxim de 125 vegades per sota de les concentracions de ciprofloxacina a
I'interior del catéter usades en el model animal pel tractament de la infeccié
(respecte del grup de tractament de 2000 pg/mL).

La soca que va presentar el maxim increment de CBM adherent (S. aureus
D22-1) va mantenir el valor entre 3,9 i 7,8 vegades per sota de la
concentracié utilitzada en el model animal (1000 o 2000 ug/mL respecte 256
ug/mL) (taula 4.1.2.4., pagina 99).

Aixi doncs, si valorem la relacié terapéutica per a ciprofloxacina, veiem que
aquesta és considerablement superior a la de vancomicina i de I'ordre de 7,8 i
15,6, segons lI'experiment (1000 i 2000 ug/mL respecte 128 ug/mL), fet que
podria explicar la millor eficacia terapéutica de la ciprofloxacina respecte de la

vancomicina en els grups del model animal.

Veiem doncs com el comportament de la vancomicina i de ciprofloxacina pel
que fa als valors de la CIMsq 0 CIMg, és forga semblant ja que la majoria de les
soques estudiades presenten poques modificacions en relacié a la fase de
creixement. En canvi, pel que fa als valors de la CBMgy, la disminuci6 de la
capacitat bactericida de la vancomicina va ser de fins a 128 vegades per a la
CBMy, de la fase adherent respecte de I'exponencial mentre que per a
ciprofloxacina l'increment de la CBMy de la fase adherent va ser de 16
vegades respecte de la de fase exponencial, sensiblement inferior a

'increment experimentat per vancomicina.
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En relacié a la rifampicina les CIMs es van mantenir iguals en la fase de
creixement adherent respecte de la fase de creixement exponencial, amb una
disminucié dels valors en alguna de les soques testades (taula 4.1.2.5.,
pagina 101). Pel que fa a la CBM, va incrementar segons la soca en un
interval de 32 a 4096 vegades la determinada en fase adherent respecte de
I'exponencial. Les soques que van presentar el maxim increment de CBM
adherent (soca S. aureus A7-4 i F7-42) van mantenir el valor 23 vegades per
sota de la concentracid utilitzada en el model animal (128 ng/mL respecte
3000 ug/mL) (taula 4.1.2.6., pagina 103).

En conjunt, la disminucié de la sensibilitat a rifampicina va ser lleugerament
superior a I'experimentada pels altres dos antibiotics ja que la CBMs, va
presentar increments de més de 130 vegades de la determinada en fase
adherent respecte de I'exponencial. Pel que fa a l'increment de la CBMg, de
rifampicina, aquesta va incrementar fins a més de 2000 vegades en la fase

adherent respecte de I'exponencial.

No obstant aix0, la relacio terapéutica per a rifampicina va ser la més
important en relacié als tres antibiotics estudiats i de I'ordre de 23,4 (3000
ug/mL respecte 128 ug/mL), superior a la relacié obtinguda en els dos
antibiotics anteriors. | aixd pot explicar la millor eficacia terapéutica en els

experiments “in vivo” de rifampicina, com més en davant descriurem.

Com hem vist, vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina van presentar una
disminucié de la sensibilitat, perd és la rifampicina I'antibidtic que la presenta
en major grau. Aquests resultats demostren que els antibiotics en front de
bacteris adherits a superficies plastiques perden la seva capacitat bactericida
i els bacteris mostren resisténcia fenotipica a I'activitat dels mateixos (208).
Aixd explicaria la dificultat de curar infeccions associades a cossos estranys i
la necessitat en aquestes situacions de dosis altes d’antibiotics administrats

per periodes més llargs de temps.

Malgrat que tradicionalment s’havia demostrat relacidé entre el nivell

d’'antibidtic efectiu al lloc de la infeccié respecte de la CIM determinada
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segons els métodes estandard de la NCCLS (209), es troba que aquesta
relaci6 no es dona o és baixa quan es tracta d’infeccions del dispositiu
intravascular (210), especialment pel que fa als valors de la CBM (206). A
més, aixd es justifica pel fet que la capacitat bactericida dels antibidtics és
depenent fonamentalment de la taxa de creixement, tant per a
microorganismes gram positius com per a gram negatius (211), i aquesta
disminueix de forma considerable en els bacteris que formen biocapes. Cal
tenir en compte el paper de la modificacid del microambient a nivell de la
biocapa i del metabolisme bacteria dins els mecanismes pels quals els
bacteris de les biocapes bacterianes presenten un increment de la resisténcia
a certs antimicrobians (119).

Chuard i col.laboradors, estudiant els bacteris en biocapes han trobat que
aquesta disminucié de la sensibilitat antibidtica dels bacteris adherits a la
biocapa respecte dels que es mantenen en fase plactonica o de creixement
estacionari és major pels aminoglicosids com gentamicina que per
vancomicina o oxacil.lina i menor per a quinolones com leroxacina (212).

Tot i aixd, encara hi ha dades contradictories ja que en models de cos estrany
subcutani, ciprofloxacina és I'antibidotic que front S. epidermidis més veu
modificada la seva CBM en els estudis “in vitro”, fins a 200 vegades
d’'increment, en relaci6 a si els bacteris estan en fase de creixement
exponencial o estacionari. En canvi, I'increment que en el mateix experiment
presenta “in vitro” la CBM de vancomicina va ser de 12,5 vegades i el de la
rifampicina de 2,5 vegades de la fase estacionaria respecte de I'exponencial
(213).

Es per tot aixd que en el cas de les infeccions del catéter cal buscar la relacié
entre les concentracions d’antibidtic al lloc de la infeccié i la CIM i la CBM
determinades pel métode de les biocapes, per a poder valorar a la practica la
sensibilitat dels bacteris en aquestes condicions.

Per a estudiar la sensibilitat “in vitro” de les soques de S. aureus als diferents
antimicrobians, a més de I'efecte antibacteria que podia tenir cada antibidtic
sol ha calgut estudiar I'efecte que en la cinética de creixement i de letalitat
bacteriana tenien I'heparina o els antibidtics en combinacié. Es per aixd que

es van realitzar els estudis de les corbes de letalitat.
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Els estudis “in vitro” de I'activitat de I’heparina mitjangant les corbes de letalitat
a concentracions de 2500 Ul/mL, van confirmar la seva manca d’activitat
antibacteriana i que, combinada amb vancomicina o ciprofloxacina, no
presentava sinergia o antagonisme. Tot i aixd, en una de les soques (S.
aureus ATCC 29213) en la combinacié de ciprofloxacina amb heparina es va
donar un increment de fins a 1,4 logs ufc/mL respecte de la ciprofloxacina

sola (apartat 4.1.3.1., pagina 105).

Si passem a valorar els estudis de [I'associaci6 de vancomicina o
ciprofloxacina amb rifampicina, veiem que mitjancant les corbes de letalitat, es
va demostrar que tampoc no hi ha sinergia o antagonisme en I'associacié
d’aquests antibidtics (apartat 4.1.3.2., pagina 114). Aixd és important perqué
'esperat benefici terapéutic que podia representar la seva associacié no es
pot basar en un increment de la capacitat antibacteriana de les combinacions
d’antibiotics front els bacteris en creixement exponencial sind en altres

mecanismes.

Una vegada valorat I'efecte que aquests farmacs poden tenir sols o en
combinacié en el creixement bacteria i demostrada la manca d’efecte de la
combinacio, calia la confirmacié que aquests mantenien l'estabilitat en les
mateixes condicions en qué els estavem estudiant en els diferents assajos.

Aixi doncs, en els estudis de la combinacié de la vancomicina i ciprofloxacina
amb heparina per a la valoracié de l'estabilitat de les associacions es va
trobar que vancomicina i ciprofloxacina en solucions amb heparina a la
concentracié de 2500 Ul/mL utilitzada a I'estudi es mantenia estable almenys
durant 72 h a 37° C en aire ambient (taula 4.2.1., pagina 126), com ja havia

estat trobat per altres autors (214,215).

Els resultats de I'estudi analitic a les concentracions fixes usades en el model
animal demostren una oscil-lacid inferior al 10% en les concentracions
d’antibidtic al llarg de les 72 h d’incubacio a 37° C, la qual cosa vol dir que es

pot mantenir la solucié vancomicina/ heparina o ciprofloxacina/ heparina a
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l'interior del cateter sense que es produeixin canvis substancials, almenys
durant 3 dies.

Tot i les recomanacions del productor i de d’altres treballs on es demostra que
vancomicina pot precipitar quan s’administra simultaniament amb heparina
(169,216,217), s’ha trobat que aixd depén de les concentracions a les que es
barregen aquests dos components, i no s’ha presentat a les concentracions

estudiades en aquest i altres treballs (169).

No hem estudiat I'estabilitat de I'heparina sota les mateixes condicions que els
antibiotics. No obstant, Henrickson i col.laboradors (218) si van comprovar la
capacitat anticoagulant d’heparina en combinaci® amb vancomicina i van
trobar que no hi havia pérdua d’activitat anticoagulant, a temperatura ambient

i a 4° C en periodes de fins a 6 setmanes.

A més dels estudis d’estabilitat i d’activitat antibacteriana dels antibiotics sols i
de les combinacions a unes concentracions determinades, es van fer també
estudis observacionals de precipitaci6 en escales de dilucions seriades
inverses de vancomicina o ciprofloxacina amb heparina.

En una escala de dilucions seriades inverses en concentracions de
vancomicina des de 4500 ug/mL i de 1000 Ul/mL d’heparina a concentracions
de 500 pg/mL de vancomicina i 4500 Ul/mL d’heparina, les dilucions no van
demostrar precipitacié macroscopica. | quan I'escala de dilucions seriades
inverses va ser amb ciprofloxacina en concentracions des de 4500 ug/mL i de
1000 Ul/mL d’heparina a concentracions de 500 ug/mL de ciprofloxacina i
4500 Ul/mL d’heparina, les dilucions tampoc no van demostrar precipitacio
macroscopica (Observacions del nostre laboratori. Dades no presentades).
Com hem comentat, els resultats de I'estudi a les concentracions fixes usades
en el model animal demostren també una oscil-lacié inferior al 10% en les
concentracions d’antibiotic al llarg de les 72 h de 'estudi a 37° C, la qual cosa
vol dir que es pot mantenir la solucié ciprofloxacina/ heparina a l'interior del

catéter sense que es produeixin canvis.

Aquestes valoracions sobre 'estabilitat de I'heparina al llarg del temps tenen

implicacions terapéutiques importants a I'hora de tractar els malalts amb
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sépsia per catéter de forma ambulatoria, ja que permeten l'alta hospitalaria de
pacients sense que s’hagin de fer noves manipulacions del catéter i que
estiguin durant dies sota els efectes de tractament antibidtic efectiu a nivell
local de la infeccio. A més, el fet que no es produeixi precipitacid dels
components permet la preservacié de la llum del catéter per al seu Us

posterior i s’evita el risc d’embolitzacions sistémiques.

Altres autors també han confirmat [I'estabilitat de les combinacions
d’antibidtics amb heparina no només de vancomicina, siné també de
cefazolina, ticarcilina, acid clavulanic i ciprofloxacina després de la incubacio
“in vitro” a 25 0 37° C durant intervals de fins a 10 dies. Malgrat tot, aixd no és
extrapolable a tots els antibidtics ja que, a part de la inactivacié en el temps
que aquests compostos presenten, l'estabilitat de les combinacions amb
heparina d’alguns betalactamics com ceftazidima, ha demostrat ser més curta
(214).

Per altra banda, els estudis d’estabilitat de la combinacié de vancomicina o
ciprofloxacina amb rifampicina a les mateixes concentracions que les
aplicades al catéter van demostrar I'estabilitat dels antibidtics amb una
oscil-lacio de les concentracions a les 72 h inferior al 10% per a vancomicina i
ciprofloxacina soles, perd en el cas de les associacions la pérdua d’activitat va
ser major per a rifampicina amb ciprofloxacina que per a rifampicina amb
vancomicina, que va ser de l'ordre del 15% i del 25%, respectivament. Cal
tenir en compte, perd, que aquesta disminucié de I'estabilitat també es déna a
la rifampicina sense combinar i és de l'ordre del 25% (taula 4.2.2., pagina
127).

Malgrat aquesta discreta disminucio de la concentracié d’antibidtic a les 72 h,
els valors encara son prou alts com per a poder tractar de forma satisfactoria
la infeccid ja que la relacio terapéutica definida anteriorment es manté
elevada hores, especialment pel que fa als valors de la ciprofloxacina i la

rifampicina.
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Pel que fa al model animal, malgrat que 'heparina per ella mateixa “in vitro”
no tenia cap efecte antibacteria, en combinacié amb els antibidtics podia
facilitar la penetracié dels mateixos a través de la beina de fibrina i millorar
aixi la seva eficacia. Aquesta hipotesi necessitava la valoracié en un model “in
vivo”. Per aixd es va desenvolupar aquest model animal d’infeccié per catéter
produida per S. aureus que pretén I'estudi de la mateixa, aixi com la valoracio
de l'eficacia terapéutica de vancomicina, ciprofloxacina o rifampicina soles i
de les combinacions i la de la taxa d’aparicié de resisténcies a ciprofloxacina

i/o a rifampicina.

El model animal desenvolupat el podem classificar per les seves
caracteristiques dins els models animals discriminatius i compleix les
principals caracteristiques del model animal ideal abans esmentades
(182,183,190). Les caracteristiques fonamentals d’aquest model animal sén
que la infeccié va ser provocada per via endoluminal després de la insercio
del catéeter, que té un trajecte subcutani abans de I'externalitzacio, i que
'animal no tenia alteracions del sistema immunitari o en els mecanismes de
formacio de fibrina i els indculs bacterians en el moment d’iniciar el tractament
eren de l'ordre de 107-10® ufc/mL. Aquesta fisiopatologia és comparable a la
situacid més freqlient en humans que tenen cateteritzacions durant llargs
periodes de temps en els que la infeccié es produeix per via endoluminal
(17,219,220). Aquest model animal és facil d’establir, és reproduible i
demostra recomptes bacterians similars als obtinguts en puntes de cateter de
pacients amb bacteriemia per catéter (120). Pels experiments
d’estandarditzacid del model animal es va escollir la soca S. aureus N16-2,
una de les obtingudes del catéter d’'un malalt afecte de sépsia per catéter i
pels experiments es van usar les soques de S. aureus N16-2 i D22-1, que
varen ser dues de les soques que van presentar un comportament més
homogeni en els experiments d’estandarditzacio.

Es va utilitzar pel model una soca de S. aureus ja que clinicament aquesta
espéecie d’estafilococ déna més problemes de tractament i experimentalment

permet una més facil identificacié del microorganisme com a patogen.
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Per a I'estandarditzacié del model animal es va trobar que la infeccié del
catéter estava ben establerta després de 18 h de la injeccié de l'indcul
bacteria en fase de creixement exponencial. Retardar a 48 h el sacrifici de
'animal després de la infeccid, no estava associat amb un increment dels
recomptes bacterians al catéter, que es van mantenir en un interval de 10*
10° ufc/mL, perd, en canvi, 2 dels 10 animals del grup de I'estandarditzacio
van morir a causa de la sépsia per S. aureus abans del sacrifici. Aixd va
implicar que es decidis iniciar el tractament de la infeccio a les 18 h d’introduir

I'inocul bacteria a l'interior del catéter (taula 4.3.1., pagina 128).

Cal tenir en compte, pero, que amb aquest model no es va valorar el fet que
aquestes infeccions, especialment quan estan produides per S. aureus o E.
faecalis, tenen gran facilitat de produir complicacions metastasiques i només
es va valorar el tractament i I'evolucié del catéter com a font d’infeccid, a
diferéncia de daltres models animals que inclouen [I'estudi de les

repercussions sistémiques de la infeccié (221).

Els estudis de tractament de la infecci6 de catéter en el model animal
realitzats amb vancomicina, ciprofloxacina i heparina soles o en combinacio
es van fer amb les soques S. aureus N16-2 i D22-1 en els experiments de 24
h de durada. L’heparina sola a la concentracié usada no va tenir cap efecte en
la disminucié dels recomptes bacterians ja sigui del rentat, el sonicat o el
rodatge respecte dels valors obtinguts en el grup control. Aquests resultats
confirmen doncs els valors trobats en els experiments “in vitro”.

Vancomicina va ser menys efectiva que ciprofloxacina per a esterilitzar el
catéter. En general, els glicopéptids son menys actius que els betalactamics i
altres antibiotics actius per a tractar les infeccions produides per S. aureus. A
més, en el nostre estudi “in vitro”, vancomicina va presentar increments de
CBMs superiors amb un interval de 32 a 512 vegades quan es va testar en
front de bacteris adherits a catéter respecte dels valors obtinguts en fase de
creixement exponencial, fet que coincideix amb les dades que trobem a la
bibliografia (117). En aquests experiments de 24 h de durada, vancomicina
sola no va esterilitzar cap superficie externa dels 11 animals de la soca N16-2

i només 8 dels 12 animals de la soca D22-1.
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Ciprofloxacina va ser més activa que vancomicina per a esterilitzar el catéter i
disminuir l'indcul bacteria en els experiments “in vivo” de 24 h de durada.
Ciprofloxacina va esterilitzar també la superficie externa de 10 dels 12
catéters infectats amb la soca D22-1, també obtinguda d’un malalt afecte de
sépsia per catéeter, i de 6 dels 14 infectats amb la soca N16-2. L’interés
d'aquest resultat esta en el fet que els animals no van ser tractats amb
antibidtics per via sistémica. Potser la preséncia d’antibiotic a I'interior del
catéter evita la migracié dels microorganismes cap a la superficie externa,
facilitant aixi I'accié dels mecanismes de defensa front els microorganismes; o
potser és la difusié passiva de l'antibidtic a través de la paret del catéter la
que neteja de microorganismes viables la superficie externa del mateix (taula
4.3.21.1.14.3.2.1.2,, pagines 129 i 131, respectivament).

En qualsevol cas, aixd soén hipotesis que aquest estudi no pot clarificar. Si es
pot afirmar que I'abséncia de creixement bacteria a la superficie externa del
catéter no va ser deguda a la preséncia d’antibidtic en el moment del
processat del cultiu ja que es va fer el rentat del catéter abans del cultiu
semiquantitatiu per evitar el vertit de I'antibidtic intraluminal a la superficie de
la placa de cultiu amb els procediments del rodatge. Com ja hem comentat,
en tercer lloc es realitzaven els procediments pel sonicat del catéter.

Un altre dels procediments realitzats per a evitar I'efecte de I'antibidtic ha
estat el doble centrifugat del rentat i del sonicat i el recanvi del sobrenedant
amb antibiotic per MHB esteéril. Cal remarcar, pero, que en els experiments del
model animal realitzats amb heparina (apartat 4.3.2.1., pagina 129) es va
resuspendre el sediment del rentat amb dos mL i el del sonicat amb quatre
mL, mentre que en els experiments del model amb rifampicina (apartat
4.3.2.2., pagina 133) el sediment es resuspenia amb 1 mL. Aquest fet
condiciona que els punts de tall considerats pels experiments canvii i té

implicacions en la valoracio dels resultats dels grups de tractament.
Pel que fa als grups de tractament de combinacions amb heparina, es pot dir

que l'heparina no té activitat antibacteriana ni “in vitro” ni “in vivo” en

infeccions per catéter produides per S. aureus. L’heparina no va aportar cap
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milloria terapéutica als antibidtics administrats localment amb la técnica de
'antibidtic-lock per al tractament de les infeccions de catéter per S. aureus.
Sembla, doncs, que I'heparina-lock ha de ser usada quan el risc de trombosi
del catéter sigui alt perd que la seva utilitzacié no pot estar basada en la
suposada utilitat antibacteriana o bé afavoridora de I'activitat antibacteriana,
almenys dels antibiotics en estudi. Alguns treballs han trobat que en el cas
d’infeccié i trombosi del catéter, es poden utilitzar fibrinolitics per millorar
I'eficacia terapéutica dels antibiotics (70,222), encara que estudis aleatoritzats
troben aquesta practica perillosa perqué s’afavoreix la disseminacié de la
infeccid (161).

Als inicis d’aquest treball amb el model animal es va veure que vancomicina
era ineficag per esterilitzar catéters amb la técnica de 'antibiotic-lock aplicada
durant 24 h i només va ser parcialment activa ciprofloxacina. Aquests dos han
estat els antibidtics més usats a la clinica pel tractament de la infeccié del
catéter mantenint el catéter, per la seva activitat “in vitro” front els estafilococs,
la seva estabilitat en soluci6 en comparacié als betalactamics i, quan és
necessaria la seva administracié per via sistémica, la seva favorable
farmacocinética que permet una dosificacié de dues vegades al dia. A més,
en el cas de ciprofloxacina, ens permet també I'administracié per via oral. Per
aixo, i tenint en compte els resultats inicials en el model animal, es van

estudiar altres estratégies de tractament antibiotic.

Pel que fa a l'activitat de rifampicina sola o en combinacio, diferents estudis
“in vitro” i “in vivo” en infeccions de material protésic han demostrat la gran
activitat de rifampicina front S. aureus per la qual cosa s’ha postulat la
utilitzacié d’aquest antibiotic en les infeccions que es produeixen sobre cos
estrany (213). Malgrat aix0, la utilitzacié aillada de rifampicina a la clinica ha
estat questionada per la seleccié de soques mutants resistents a la mateixa
que s’han acompanyat d'un fracas terapéutic. Aquesta dada ha estat
confirmada per l'aparicié de mutants resistents en els estudis “in vitro” (223),
en models animals (224) i en els estudis clinics on es documenten els

fracassos terapéutics (225,226).
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Partint d’aquesta consideracié s’ha valorat la utilitat de la rifampicina sola en
el tractament local de la infeccié de catéter, s’ha considerat la taxa d’aparicio
de soques resistents i si 'associaci6 amb vancomicina o ciprofloxacina ha
incrementat l'eficacia terapéutica d’aquestes aixi com si ha suposat una
disminucié de la taxa d’aparicié de resisténcies.

Els resultats dels estudis terapéutics “in vivo” demostren la superior eficacia
de rifampicina sola comparativament a ciprofloxacina i vancomicina soles en
I'esterilitzacioé dels catéters. En el nostre estudi rifampicina va negativitzar el
cultiu semiquantitatiu de 11 de 14 catéters i de 10 de 14 cultius quantitatius
quan el tractament va ser de 24 h. Pel que fa a la vancomicina sola en el
mateix experiment no va aconseguir negativitzar cap cultiu semiquantitatiu o
quantitatiu, mentre que ciprofloxacina va negativitzar quatre dels catéters, ja
siguin semiquantitatius o quantitatius (taula 4.3.2.2.1.1., pagina 133).

En relacié a 'associacié de vancomicina amb rifampicina, aquesta va millorar
els efectes de la vancomicina sola en el grup de 24 h, fet que ja ha estat
trobat en altres experiments “in vitro” de la combinacié de vancomicina amb

rifampicina en bacteris formant biocapes (179).

Quan el tractament va ser de 72 h rifampicina va negativitzar 11 de 13 cultius
semiquantitatius, 12 de 13 sonicats i 13 de 13 rentats de catéter (taula
4.3.2.2.1.2., pagina 135). En el mateix experiment de 72 h, vancomicina va
ser no valorable per I'elevada mortalitat dels animals abans d’acabar el temps
de tractament i, ciprofloxacina va ser parcialment eficag, ja que va disminuir
els recomptes bacterians respecte del grup control i va negativitzar nomeés

quatre de nou rodatges i cinc de nou sonicats, perd vuit de nou rentats.

Finalment, el grup d’associacié de vancomicina amb rifampicina va presentar
uns resultats paral.lels als de la rifampicina sola i clarament superiors al grup
de la vancomicina sola, ja que només 1 dels 15 animals va morir abans
d’acabar el periode de tractament de I'estudi i va aconseguir negativitzar 10
de 14 sonicats, 12 de 14 rodatges i 13 de 14 rentats. Pel que fa a I'associacio
de ciprofloxacina amb rifampicina va negativitzar 13 de 19 rodatges o sonicats
i 15 de 19 rentats.
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Podem dir, doncs, que I'associacié de ciprofloxacina amb rifampicina va tenir
una eficacia comparable a la que va presentar la rifampicina ailladament, tant
en el grup de tractament de 24 h com en el de 72 h.

En conjunt, hem vist com rifampicina sola o en combinacié amb vancomicina
o ciprofloxacina és molt eficag esterilitzant cateters infectats per S. aureus
mitjancant el tractament amb la técnica de I'antibiotic-lock. El fet que la relacio
terapéutica de la rifampicina sigui clarament superior a la de vancomicina o
ciprofloxacina (valors de 23,4 respecte de 7,8 per ciprofloxacina 2000 pug/mL
o de 1,95 per vancomicina 2000 pug/mL) pot explicar que la seva eficacia en
aquest model animal sigui més elevada a la de vancomicina o ciprofloxacina
soles.

Alguns estudis fets en models “in vitro” troben, perd, que hi ha altres
associacions d’antibiodtics com la de minociclina amb rifampicina que és més
efectiva en l'esterilitzacié del catéter que no l'associacié de vancomicina i
rifampicina (227).

Altres estudis troben que rifampicina sola és l'antibidtic que déna millors
resultats ja que aconsegueix esterilitzar la majoria dels implants a les 48 h
d’iniciat el tractament en un model animal de cos estrany subcutani (213).
Amb inoculs baixos, rifampicina eradica S. aureus en el model “in vivo” mentre
que en els estudis “in vitro” només ho aconsegueix amb indculs baixos i no
amb indculs alts, ja que amb els alts es déna aparicié de resisténcies (210).
Aixo pot estar explicat per I'ajuda dels mecanismes de defensa de I'hoste en
el procés de resolucié de la infeccid. En el nostre estudi la concentracid
elevada de [lindbcul és possiblement el factor que ha afavorit el
desenvolupament de resisténcies.

En conjunt, podem veure com deixar el tractament “in situ” durant 72 h, una
vegada demostrada I'estabilitat dels farmacs durant aquest periode de temps,
millora els resultats de la ciprofloxacina sola, lleugerament també millora els
de la rifampicina i de l'associacié vancomicina amb rifampicina tot i que es
produeix un petit empitjorament de ciprofloxacina amb rifampicina respecte
del grup de tractament de 24 h.

En relacio, doncs, a 'eficacia del tractament amb ciprofloxacina, com en altres
treballs es demostra efectiu en el tractament de les infeccions ben establertes

produides per S. aureus (228).
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En el nostre estudi, pel que fa als estudis de 'aparicié de resisténcies, de les
18 soques recuperades (ja sigui del rentat i/o del sonicat) en acabar el
tractament corresponents a grups terapéutics amb rifampicina, ja sigui sola o
en combinacié, només un aillament va créixer quan es va cultivar en plaques
amb 0,04 pg/mL de rifampicina. Aquesta soca analitzada posteriorment va
presentar una CIM de 8 ug/mL i corresponia al grup d’animals tractat només
amb rifampicina per un periode curt (grup de 24 h) (taula 4.3.2.2.2.2., pagina
137). Aixd suposa una taxa d’aparicio de resisténcies del 5,6%, sobre el total
de soques recuperades en aquests cultius. Sobre el total de 5 soques
recuperades en el grup de rifampicina de curta durada suposa un 20 % de les
soques. Aquest fenomen no es va observar quan el tractament va ser
combinat amb els altres dos antibidtics durant 24 h o bé quan va ser de 72 h.
Es possible que I'elevada concentracié de rifampicina a linterior del catéter
administrada en els nostres estudis en aquest model animal (3000 ug/mL, 375
vegades superior a la CIM de la soca resistent) aconsegueixi, confirmada
l'estabilitat de I'antibidtic durant almenys 72 h, evitar I'aparici6 de soques

resistents quan el tractament es perllonga fins a 72 h.

Tot i que no en tots els casos, diversos autors han descrit la rapida aparicio
de resisténcies a rifampicina en S. epidermidis quan es déna com a
tractament unic (119,229,230,231). Es justifiquen les diferéncies en la taxa
d’aparicié de resisténcies entre autors en la concentracié de I'indcul utilitzat, ja
que models de cos estrany troben una menor taxa de resisténcies quan
menor és la concentracié de l'indcul en el moment d’iniciar el tractament
(213,230). L’aparicio de resisténcies a rifampicina en el tractament associat a
altres antibidtics no es confirma en tots els estudis (232). Tot i aixd es
recomana que pel tractament d’aquestes infeccions en humans sempre
s’administri la rifampicina en associaci6. Es per aquest motiu que s’han
assajat diverses combinacions antibidtiques que inclouen glicopéptids i
quinolones. Totes les combinacions han demostrat activitat antibacteriana
amb disminucions de [l'inocul inicial que van del 79% al 100%. Les
combinacions de vancomicina i ciprofloxacina amb rifampicina van ser

estadisticament significatives en la disminucié de l'indcul respecte de la
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combinacié de vancomicina amb netilmicina o netilmicina amb daptomicina
(210).

A més, en el nostre treball, al contrari del que hem comentat en el cas de la
rifampicina, no es va poder documentar ningun cas d’adquisicid de
resisténcies a ciprofloxacina a ninguna de les 27 soques recuperades en els
grups de tractament amb ciprofloxacina sola o combinada després dels

experiments “in vivo”.

Finalment, donada la continua necessitat de cateteritzar pacients ja sigui amb
finalitats diagnostiques o terapéutiques, la incidencia d’'infeccions per catéter
continua sent elevada. Creiem que aixd obliga a una continua revisié de les
pautes diagnostiques i terapéutiques que permetin millorar el maneig
d’aquestes infeccions i del malalt cateteritzat, tot i que cal tenir en compte que
el tractament de les sépsies per catéter ha de ser fet de forma individualitzada

donat I'elevat nombre de factors que la influencien (13,144,233).

Es per aquests resultats obtinguts dels estudis en models animals que
recomanem que es realitzin estudis controlats aleatoritzats i prospectius en
humans per a validar en la clinica I'eficacia del tractament antibidtic amb
rifampicina sola o combinada a altes dosis mitjangant la técnica de I'antibiotic-
lock de les infeccions de catéter produides per S.aureus.

Aquest treball aporta unes dades que podran millorar el tractament dels
malalts afectes d’aquestes infeccions si els assajos clinics no contradiuen

aquestes troballes.
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VI- CONCLUSIONS.

Aquest treball d’investigacié sobre el tractament de la infeccié del

catéter per S. aureus, ens permet extreure les segiients conclusions:

Estudis “in vitro”:

1- L'heparina a concentracions iguals o menors a 6000 Ul/mL no té
activitat antibacteriana front les soques de S. aureus estudiades causants
d’infeccié de catéter.

2- Vancomicina, ciprofloxacina i rifampicina quan s’avaluen davant de
bacteris formant biocapes presenten un augment molt considerable de la seva
concentracio bactericida minima.

3- En els estudis de sinergia la combinaci6 de vancomicina o
ciprofloxacina amb heparina no representa cap potenciacié de [l'efecte
antibacteria.

4- En els estudis de sinergia, la combinacid6 de vancomicina o
ciprofloxacina amb rifampicina no demostra major activitat que rifampicina
sola.

5- Vancomicina i ciprofloxacina romanen estables almenys 72 h quan es

combinen amb heparina o rifampicina a les concentracions estudiades.

Estudis “in vivo”:

1- Aquest treball ha permés estandarditzar un nou model animal
d’infeccié de catéter per S. aureus. Es un model senzill i reproduible en el que
la infeccié es produeix per via endoluminal en un animal sa. Aquest model
permet el tractament local de la infeccié de catéter mitjancant la técnica de
["antibiotic-lock.

2- Els experiments terapéutics han permés concloure que |’heparina per
si mateixa no té cap valor en el tractament local de la infeccié de catéter, ni
sola ni combinada amb els antibiotics de I'estudi.

3- Dels antibidtics estudiats, el més eficag ha estat la rifampicina i el

menys la vancomicina.
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4- Es possible esterilitzar la superficie externa d’un catéter infectat
mitjan¢ant I"administracié unicament endoluminal d antibiotics.

5- El tractament de la infecci6 de catéter per S. aureus mitjangant
I'administracié de rifampicina durant 24 h facilita |'aparicié de soques
resistents. Aixd no succeeix si el tractament es perllonga per espai de 72 h o

es combina rifampicina amb vancomicina o ciprofloxacina.

Tenint en compte aquest resultats, creiem que existeix |'evidéncia
experimental suficient com per endegar assajos clinics aleatoritzats i
controlats que confirmin el paper de la técnica de I'antibiotic-lock en el
tractament de la infeccié de catéter en general, i per S. aureus en

concret.
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