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1. LA FIBRONECTINA,

1.1. CONCEPTO Y CONOCIMIENTO HISTORICO.

En 1948, al estudiar las propiedades de las proteinas séricas y plasmadticas con el
método de Cohn (fraccionamiento con etanol frio), junto al fibrinégeno precipitaba otra
albiimina que se designd como globulina insoluble al frio (Cold Insoluble Globulin: CIG) (1).

En 1967, se identificéd un factor antigelatina del plasma; al principio se le concedid
poca importancia, hasta que se observé que parecfa mucho inmunolégica y estructuralmente
a una proteina que en 1973 se localizé en la superficie de células epiteliales (2,3).

Entre 1973 y 1978, las investigaciones identificaron una glicoproteina que se
encontraba en las superficies de muchas células (2,4). Esta glicoprotefna compartia homologia
estructural y actividades inmunoldgicas y bioldgicas con la proteina plasmdtica (5-7).

En 1976, Keski-Ojal identifico en la composicion de esta proteina dos subunidades con
peso molecular de 220,000 daltons cada una, cuya composicidn es idéntica en cuanto a
amino-dcidos y carbohidratos sea cual sea su origen (8).

Tanto a la proteina plasmdatica como a la fijada a las células, se designé genéricamente
el nombre de "fibronectina" debido a su calidad de fijarse a protefnas fibrilares como fibrina,
fibrin6geno y coldgeno (fibra = fibra, nectere = fijar) (9).

Antes de 1976, un gran niimero de términos ha sido utilizado para describir estas
glicoprotefnas entre ellas: proteina de gran tamafio sensitiva a la transformacién externa
(LETS), antigeno soluble del fibroblasto, proteina de la superficie celular, factor de adhesion

celular, proteina opsdnica y alfa-2-glicoproteina opsdnica del plasma (6,7,9).

1.2.1. Estructura.

La fibronectina es una glicoproteina de gran tamano y de peso molecular 440,000
daltons, Contiene aproximadamente 2300 amino-dcidos, es 5% carbohidrato y tiene un
coeficiente de sedimentacion de 12 S a 14 S (10,11). Esta proteina se encuentra en el
organismo bajo dos formas: soluble en los Hquidos extracelulares especialmente en la sangre,
e insoluble fijada a las superficies de las células y en las matrices extracelulares.

Los andlisis de amino-dcidos, ARNm y de secuencias de ADN gendmico indican que
la proteina estd formada por tres tipos de secuencias o unidades de homologia repetidas, de
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45, 60 y 90 amino-dcidos y son respectivamente ¢l tipo [, el tipo 1l y el tipo III. Estos tres
tipos de unidades de homologia forman mds del 90% de las secuencias de amino-dcidos de
la fibronectina (9, 10).

La secuencia del tipo I contiene 45 a 50 amino-dcidos que se mantienen juntos gracias
a dos lazos bisulfuros. Ambas regiones amino y carboxi-terminal de la molécula contienen
este tipo. La secuencia de homologia del tipo Il estd formada por 60 amino-dcidos unidos por
dos lazos bisulfuros. Este tipo de secuencia de homologia es especifico del dominio de
fijacion del coldgeno (40 Kdal) (10,11}, La regién central de la molécula se compone de
secuencias de homologfa del tipo ITl. Estas unidades presentan 90 amino-4cidos y no tienen
lazos bisulfuros, pero algunas secuencias de este tipo contienen dos grupos sulfidrilos libres,
la funcién de estos grupos sulfidrilos no se conoce todavia; pues, bajo algunas condiciones,
la formacién de multimeros de elevado peso molecular de fibronectina puede ocurrir por
oxidacidn de estos grupos sulfidrilos. Los resultados de trabajos de incorporacion de la
fibronectina marcada en la matriz extra-celular de fibroblastos sugiere que el mecanismo de
formacion de multimeros de fibronectina unidos por puentes bisulfuros lleva un intercambio
de bisulfuros en la zona del amino-terminal de la molécula (9-12).

En general, los cambios de exones provocados por la maduracién alternativa de RNA
no producen protefnas radicalmente diferentes sino un conjunto de proteinas de funciones
comparables, llamadas proteinas isomorfas, modificadas para adaptarse al tejido concreto de
que se trate. Experimentos de recombinacion de DNA identificaron dos regiones en la
molécula que varian cuando sucede un enlace diferencial del ARNm. Este enlace puede dar
lugar a la formacion de subunidades de fibronectina con secuencias de amino-dcidos
diferentes. Un tal subtipo, identificado en células tumorales humanas y en fibroblastos,
contiene una secuencia de homologia-tipo 111 adicional denominada extra dominio (ED). La

presencia de este extra dominio puede ser exclusiva a la fibronectina celular (13-15).

Otros subtipos de tibronectina pueden derivar de modelos de enlaces alternativos del
ARNm en la region variable de la molécula. Al menos 5 tipos distintos de variaciones han
sido identificados. La significacién funcional de este extra-dominio de los subtipos variantes
no se conoce exactamente (14,19).

Las secuencias de homologia se organizan en filas lineales formando dos brazos o
subunidades casi idénticas. Las diferencias entre las dos subunidades de la fibronectina
plasmdtica resultan también de sucesos de enlace post-translacionales (15). La fibronectina
se muestra en forma abierta cuando estd depositada en una superficie y analizada con

microscopio electronico, mientras que en soluciones tistoldgicas la punta de cada subunidad
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suele plegarse hacia el interior para incorporarse en la terminacion COOH del dominio de
fijacion del coldgeno (dominio 2) dando a fa molécula una forma globular. Cuando se
encuentra en la matriz extra-celular, la fibronectina da lugar a filamentos multiméricos
fibrosos (10,16,17).

Cada subunidad del dimero de fibronectina se puede dividir en dominios funcionales,
que se llaman segtin la sustancia que fijan (ver la tabla 1), Los grupos N-amino terminal de
las subunidades pueden bloquearse en presencia de dcido piroglutdmico, y a partir de esto
pueden determinarse los restantes amino-dcidos (10,17).

DOMINIO NOMBRE DEL DOMINIO ADHESION A:
N“| Dominio de adhesion a la fibrina Fibrina, heparina, S.aureus, F XII.
N°2 Dominio de adhesién al coldgeno y Gelatina, colageno, Clq,
a la gelatina S.pyogenes.
N©°3 Dominio de adhesion al DNA DNA
N e No se conoce
N6 Dominio de adhesion celular Células, treponemas.
N8 Dominio de adhesion a la fibrina Fibrina
N9 Carboxiterminus ¢ adhesion a S.aureus ?

Tabla 1: Los dominios funcionales de la fibronectina.

La secuencia de amino-dcidos en la molécula de fibronectina es la siguiente: Acido
aspdrtico, alanina, treonina, dcido glutdmico, prolina, glicina, alanina, alfa-cistina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenil-alanina, lisina, histidina, triptéfano,
N-amino-terminal. La secuencia de carbohidratos es la siguiente: Acido sidlico, exosa,
exosamina.

1.2.2. Propiedades.

La fibronectina, junto ai fibrindgeno, el factor XIII (F XIII, transglutaminasa del
plasma) y el factor de von Willebrand (vWF), se precipita a 0°C con sulfato de amonio
saturado al 25%, o con etanol a 8% (18).
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Para purificar la fibronectina plasmatica, se precipita el fibrinégeno con glicina 2.1
M a 10-15°C, o bien coagulando el plasma con bajas concentraciones de trombina. Después,
una cromatogratia (DEAE-celulosa) del sobrenadante consigue separar el F XIII y una
cromatografia en gel de agarosa a 4% separa la mayorfa de los multimeros de vWF de la
fibronectina. A continuacion, para aislar la fibronectina, se realiza una cromatografia en
agarosa de gelatina y se trata la columna con solucion de urea 6M (19-22). En la tabla 2 se

resumen algunas propiedades de la fibronectina:

Es una beta-globulina

Tiene un coeficiente de sedimentacién de 12 a 14 S

Su tamafio es de 4,4x10° daltons aproximadamente

Formada por dos subunidades cast 1dénticas

1.6 cisteinas libres por subunidad

Concentracion sérica :de 20 a 50% infertor a la plasmatica
P

Solubilidad: 100 veces mds soluble la plasmitica que la celular

Tabla 2: Algunas propiedades de la fibronectina.

L3, FISIOLOGIA

Se sabe que la fibronectina se encuentra en dos formas: una dimérica y soluble,
denominada la fibronectina plasmdtica, que circula por la sangre y por otros fluidos
organicos, y otra forma insoluble que se puede dividir en dos, una oligomérica umida
transitoriamente a la superficie celular (FN de la superticie celular} y otra fibrilar, altamente

insoluble, localizada en fa matriz extra-celular (FN de la matriz).

Inmunoldgicamente, la fibronectina se comporta de la misma manera sea cual sea su
origen incluso entre distintas especies de vertebrados. La forma soluble estd difundida en el
plasma, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido amnidtico, liquido seminal, saliva y en
exudados inflamatorios. Muchos tipos celulares la sintetizan y segregan pero la mayorfa de
la fibronectina plasmatica es producida por los hepatocitos. Esta misma forma se puede
encontrar depositada en la superficie de la mucosa bucal y vaginat (23,24). La fibronectina
tiene una vida-media de 24 a 72 horas. Su destino después de quitar la circulacidn no se sabe,
aunque si se sabe que alguna parte se incorpora en 1a matriz extra-celular. En sujetos sanos,

la concentracion de la fibronectina plasmatica guarda relacion con la edad y el sexo. El
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margen normal es de 250 a 600 pg/mi. En las mujeres, los valores plasmaticos son inferiores
a los de los varones salvo en la edad post-menopausica; en estos la concentracion plasmatica
mdaxima se alcanza entre la cuarta y la quinta década de la vida (25).

A parte de los hepatocitos, que fabrican Ja mayor parte de la fibronectina, el origen
de esta proteina se puede contribuir a: fibroblastos, células de la astroglia, células
endoteliales, musculares, epiteliales y plaquetas.

Los pacientes con disfuncionamiento hepdtico serio, con coagulopatia intravascular
diseminada (CID), con enfermedades infecciosas graves como sepsis y los enfermos con alto
riesgo de infeccidn (quemados etc.) tienen el nivel de fibronectina en la sangre bajo como
resultado de disminucion de produccion y/o aumento de consumo (25,26). En otros casos
como durante una osteomielitis o conectivopatias como artritis reumatoide, la fibronectina

aumenta su concentracién en el liquido sinovial (27).

La otra forma de la fibronectina, la insoluble, se distribuye de una manera vasta en
todos los tejidos donde se encuentra covalentemente unida en formaciones fibrosas
multiméricas. La forma soluble se puede incorporar en estas fibras de fa matriz extra-celular
o bien en la superficie celular (10,11). Durante la transformacidn virica, la fibronectina
celular y matricial se pierde. La adicion de fibronectina exdgena a las células malignas
implica una rediferenciacién morfoldgica (5).

La separacion proteolitica de la fibronectina pericelular produce una desorganizacion
al nivel de los microfilamentos, lo cual altera la estructura celular y su capacidad de relacidn.
Este mecanismo se considera fundamental en la oncogénesis. Ambas formas de fibronectina,
la matricial y la celular (insoluble) v la plasmatica (soluble) poseen los mismos determinantes
antigénicos. Sin embargo, poseen diferencias estructurales minimas, como lo que explicaria
la menor solubilidad de fa forma fija.

1.4. FUNCIONES BIOLOGICAS.

Debido a su capacidad adhesiva, la fibronectina soluble interviene en la unién
intercelular, adhesion de células a superticies de pldstico y en la estabilizacién del codgulo
de fibrina, también es importante en la curacion de las heridas (10.28). La fibronectina que
se encuentra depositada en el coldgeno y en la fibrina aumenta la unién a las plaquetas, la
migracion de los fagocitos y fibroblastos y la proliferacion celular. La fibronectina favorece
la unidn entre las células, ayudando a mantener la estructura del citoesquéleto (28,29).
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El proceso de curacién conlieva la formacion por parte de los fibroblastos de una
pelicula de fibronectina que servirfa como base donde se depositan componentes de la matriz
extra-celular (10,28,30); ademds la fibronectina ayuda a la neovascularizacion estimulando
la migracion de las células endoteliales. Del mismo modo, esta proteina sirve como guia para
el movimiento de las células epidérmicas a través de los tejidos y ayuda a la reorganizacion

de la membrana basal y asegura una queratinizacion normat.

La fibronectina es importante en la embriogénesis y en la regeneracion de los nervios.
La introduccién de la fibronectina en estos procesos se puede prever del hecho de que la
proteina juegue un papel importante en la adhesion, migracion y diferenciacién celular (28-
30). Siendo células jévenes que necesitan diferenciarse, las células procedentes de la médula
Gsea como los linfocitos B y los monocitos tienen una interaccion bastante importante con la
tibronectina, ésta aumenta la adhesion de una linfoquina a los macréfagos, la expresion de
los receptores de Fc en macréfagos, la adherencia y quimotaxis de los fagocitos y ayuda a

mantener la capacidad oxidativa-bactericida de los macrofagos (31,32).

Ante agentes inductores de agregacion plaquetaria, la fibronectina plaquetaria se
encuentra en la superficie de las plaquetas y se comporta como puente de unidén entre ambas.
La fibronectina se encuentra también en dreas de fibrosis e inflamacion. Algunas veces se
incluye en los complejos inmunes encontrados en pacientes con enfermedades bacterianas
reumaticas (10,11).

La fibronectina se localiza sobre todo en zonas de regeneracién celular y tisular, de
forma interendotelial en membranas basales, paredes vasculares, tejidos conjuntivos y ligada
intracelularmente a la actina. la forma soluble es capaz de adherirse a substancias susceptibles
de ser fagocitadas como fragmentos de membranas, agregados de fibrina, inmunocomplejos,
bacterias y otros microorganismos desempafiando de esta manera el papel de una opsonina
inespecifica (28-31).

Por otro lado, la fibronectina puede servir como base a la adhesion bacteriana a los
tejidos, y por tanto un paso importante en el proceso de la infeccidon. No se ha observado
anomalias congénitas calificativas ni cuantitativas, probablemente porque defectos genéticos
de este tipo son letales teniendo en cuenta las importantes funciones de la fibronectina en la
morfogénesis y la fisiologia. Las interacciones entre fibronectina y bacterias, fagocitos y
componentes del complemento presenta una explicacidn en la patogenia de muchas
enfermedades y puede servir como prototipo de las interacciones existentes entre bacterias y
protefnas estructurales del huésped (29-32).
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1.5.1 Matriz Extra-celular.

Las macromoléculas que forman la matriz extra-celular proceden, fundamentaimente
de una secrecion celular de cardcter local y se clasifican en dos clases principales de
macromoléculas:

I- los polisacdridos del tipo de glucosaminoglucanos (GAG), las cuales se hallan
unidas a proteinas, mediante enlaces covalentes, en forma de proteoglucanos.

2- las protefnas fibrosas, pertenecientes a dos tipos funcionales: las que son
principalmente estructurales como el coldgeno y la elastina y las que son fundamentalmente

adhesivas como la fibronectina y la laminina.

1.5.2. Adhesion de la Fibronectina a ka Superficie celular,

"In vitro", la fibronectina se sintetiza por casi todos los tipos de células y se encuentra
en forma soluble en el medio de cultivo y en forma insoluble en la matriz extra-celular como
multimeros unidos por puentes bisulfuros (10.23-25).

Como se demostrd, la fibronectina plasmdtica ditiere de la fibronectina celular; son
similares pero no son idénticas. La fibronectina celular tiene la exclusividad de tener una
secuencia de homologia adicional del tipo 11l Hamada "extra dominio" (ED). La significacién
funcional de este extra-dominio no estd todavia muy clara, pero el hecho de que esta
secuencia pertenezca solamente a la fibronectina celular le otorga un papel en la organizacion
de los tejidos.

Una de las funciones mds importantes de Ia fibronectina es la capacidad de intervenir
en la adhesion celular. Cuando se fija en superficies de plastico o vidrio, la fibronectina
asegura una adhesion y diseminacion de una gran variedad de células. Esta capacidad de
adherirse a las células se localiza en la parte central de la molécula, en concreto en la
secuencia de cuatro amino-dcidos: Arg, Gly, Asp, y Ser,(RGDS). La diseminacién y
distribucidn de las células incluye mds dominios de la molécula. En las superficies de células
se pudo caracterizar ¢l receptor de la fibronectina (cell attachment receptor-car), es un
complejo glicoprotéico de 140 Kdal,

Los fibroblastos, las células de musculos lisos, las células epiteliales y endoteliales,
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los monocitos, neutrofilos y las plaquetas son todos capaces de interactuar con la tibronectina
cuya forma plasmadtica se puede incorporar en la matriz extra-celular de los tejidos. El origen
de la fibronectina celular "in vivo" no se conoce exactamente aunque se ha demostrado que
la forma plasmdtica constituye una parte de la tisular, en este sentido la fibronectina

contribuye a la reparacion tisular después del traumatismo (30,33).

1.5.3. Receptores de la Adhesion Celular (car).

Se han identificado los posibles receptores de la fibronectina en las superficies
celulares, la mayoria de estas identificaciones se¢ hicieron con anticuerpos que inhiben la
adhesion celular mediada por la fibronectina e identificaron dos clases de proteinas que
pueden funcionar como receptores de la fibronectina: un complejo de 140 Kdal y una
glicoproteina de 47-48 Kdal, el receptor de 140 Kdal reconoce el dominio de adhesion celular
(RGDS) en la tibronectina, el de 47-48 Kdal no se sabe donde adhiere pero se supone que
en un sitio distinto al primero.

Los resultados de dos estudios han demostrado la interaccion directa entre el complejo
de 140 Kdal localizado en célutas humanas y el dominio responsable de la adhesion a las
células en la fibronectina. Los dos estudios se hicieron con afinidad cromatografica con
eleccion especifica del complejo protéico mediante el uso de péptidos sintéticos que contienen
la secuencia activa RGDS (33,34).

1.5.4. Receptores de la Adhesion Matricial (mar).

Los fibroblastos adheridos a sustratos fijan la fibronectina soluble a su superficie
celular y a continuacidn la integran y organizan en tibrillas extra-celulares insolubles.

La adhesion de la tibronectina a las células es reversible, especifica y saturable. La(s)
molécula(s) de la matriz extra-celular que asegura(n) la adhesion a la fibronectina siguen
siendo poco conocidas: son resistentes al tratamiento con colagenasa, heparinitasa,
hialuronidasa y condroitinasa, lo gue implica que el receptor no es ni el coldgeno ni un

glicosaminoglicano. Este receptor se denomind "matrix assembly receptor (34).

Los receptores son de afinidad relativamente alta, alcanzan la saturacion maxima con
10 pg de fibronectina por ml. La capacidad de adherirse a este receptor reside en un
tragmento de 70 Kdal en la fibronectina que contiene los dominios de adhesion a la heparina
y a la gelatina (ver figura de fibronectina, segmento L2). La tripsinizacidn de este fragmento
da lugar a un fragmento de 27 Kdal amino-terminal y otro de 40 Kdal que tiene la capacidad
de adherirse a la gelatina (17,33-36).
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1.5.8. Moléculas gue afectan las interacciones fibronectina-célula.

Debido a que la fibronectina contiene dominios especfficos de adhesidn a la gelatina
y a la heparina, se hicieron estudios para ver si el coldgeno y los proteoglicanos que
contienen sulfato de hepardn servian como receptores para el depdsito y la incorporacién de
la fibronectina en la matriz. Los resultados inmuno y bioquimicos mostraron que la
fibronectina y el proteoglicano se encuentran unidos a la matriz extra-celular de un cultivo
de fibroblastos. También, se supone que hay una correlacién entre la cantidad de fibronectina
y el sulfato de hepardn depositado en algunos sitios de la superficie celular. Probablemente,
estas moléculas no funcionan como receptores primarios de la adhesién de la fibronectina
a las células y tejidos; la preincubacion de fibronectina soluble con heparina o coldgeno, no
inhibe, sino favorece la adhesion (17,32-34,36). El tratamiento de las células con heparitinasa
no afecta ni a la union nicial de la fibronectina a las células, ni a la capacidad de las células
de depositar la fibronectina soluble en st matriz, pero este tratamiento inhibe la diseminacién
y la dispersién de la fibronectina; esto sugiere que después de la unidn inicial entre las células
y la fibronectina (mediante el fragmento de 140 Kdal), interacciones secundarias pueden tener
lugar entre el hepardan en las superficies celulares y la fibronectina. A continuacién la
organizacion de la fibronectina en fibrillas da lugar a interacciones que estabilizan la adhesién
del proteoglicano y del coldgeno a la fibronectina (17,33-36).

1.6. INTERACCIONES FIBRONECTINA-STAPHYLOCOCCUS
AUREUS.

1.6.1. Receptor de S.aureus en fibronectina.

Siendo una molécula larga con muchos dominios, es importante conocer el dominio
de adhesion de S.aureus en la fibronectina (37-40,42-45).

Utilizando las proteasas, diferentes tragmentos de fibronectina han sido aislados. Una
ligera tripsinizacion da lugar a un fragmento NH2-terminal de 27 Kdal y a un fragmento
COOH-terminal de 180 Kdal.

Estudios de adhesion competitiva mostraron que el fragmento de 27 Kdal era tan
activo como la molécula completa de fibronectina en cuanto a la inhibicién de la adhesion de
fibronectina a S.aureus. Dos grupos describieron otro sitio de adhesion en el fragmento de
180 Kdal; estos estudios se hicieron con microorganismos muertos por calor o con
formaldehido. Trabajando con microorganismos vivos, este fragimento de 180 Kdal ayuda a
la adherencia de S.qurens a la forma insoluble (38,4 1).
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La estructura dimérica de la tibronectina indica que cada brazo de la molécula lleva
un dominio de adhesion a S.aureus; sin embargo esta proteina tiexible puede unirse a dos
estafilococos al mismo tiempo produciendo aglutinacion (39-42). Algunas cepas de S.aureus

se aglutinan con 3 mg/l (concentracion 100 veces menor que la plasmdtica) (39).

1.6.2. Receptores de fibronectina en S.aureus.

Kuusela describié en 1978 que la fibronectina adhiere a S.aurcus. Después se
descubrid que se trata de una adhesion saturable y especifica. Los andlisis de Scatchard

revelaron un rango de 100-20.000 receptores de tibronectina por microorganismo (38-41).

a-_Localizacidn

El tamano de la molécula de fibronectina y el uso del fragmento de 27 Kdal
indican una localizacion superficial del receptor. Esto lleva a fa idea de que el receptor de la
fibronectina en S.awrens se encuentra en las partes extertores de la membrana celular. Este
receptor se quita facilmente mediante tripsinizacién o sonicacién suave (38,39).

b- Caracterizacion
Entre los investigadores que han trabajado sobre este tema, algunos
describieron el receptor como una proteina, mientras que otros grupos lo describieron como

compuesto primariamente de carbohidratos. Otro grupo presenté datos sugeriendo que el
receptor es la proteina A (39,41,42).

La resolucion de los resultados conflictivos sobre la naturaleza de estos receptores
necesita su previa purificacion, caracterizacion y localizacion, la posibilidad de que existan
dos receptores distintos de la fibronectina en S. aureus ha sido estudiada durante muchos anos.
En un trabajo reciente se demostrd que dos genes codifican una proteina transmembranaria
que interactia con la fibronectina, Estos dos genes muestran analogia con el gen responsable
de la formacion de la protefna A. La mutacion de estos genes hace que S.aureus pierda la
capacidad de adhesion a la fibronectina fija. El nimero de receptores en estafilococo depende
de la fase de crecimiento, el pH y el medio utilizado (42-45).

S.aureus en fase logaritmica de crecimiento expresa mds receptores de la fibronectina
que aquellas bacterias en fase estacionaria. La encapsulacion de S.aureus tiene tendencia a
aumentar durante la fase estacionaria. este desarrollo puede explicar en parte la disminucidn

de interaccion entre fibronectina y bacteria, pero se ha visto que algunas cepas, aunque
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encapsuladas, expresan un gran nimero de receptores, mientras que otras no encapsuladas
no lo expresan (42-44).

c- Expresidn de receptores

El nimero de receptores de fibronectina en aislados clinicos de S. aureus guarda
relacién con la capacidad de esta bacteria de invadir el cuerpo humano e infectarlo
(41,43,44). El tratamiento de aislados clinicos (infecciones de tejidos blandos) con la fraccidn
soluble de fibronectina muestra que estos microorganismos tienen mds receptores que otras
cepas no patdgenas (38-40).

1.7. SEPSIS Y FIBRONECTINA.,

Durante una sepsis, los niveles de fibronectina plasmatica se alteran y se encuentran
excesivamente bajos, como es el caso de la septicemia neonatal ddnde se considera la
fibronectina como marcador o predictor de la enfermedad merced a su consumo aparente. Los
niveles de fibronectina en la sangre se pueden considerar como factores que reflejan una
buena respuesta del enfermo frente a la infeccion (46-48).

El papel que se supone que 1a fibronectina juega durante dicha enfermedad incluye su
funcion de opsonina no especifica mediadora de la funcion del sistema reticulo endotelial
(SRE). También el papel de la fibronectina celular y tisular en el mantenimiento de la
integridad celular endotelial parece ser importante en este sentido (48,49).

1.7.1. Terapia de la sepsis con fibronectina.

La posibilidad de la terapia de sepsis con tibronectina ha conducido a estudios e
investigaciones a base de tratamiento con fibronectina; como resultado, se ha observado una
recuperacion de la concentracion plasmdtica de la proteina después del tratamiento, la

profilaxis de infecciones con fibronectina no ha sido elaborada (46).

A pesar de todo, la bajada de fibronectina plasmdtica se puede considerar como
marcador que ayuda al diagnostico de esta enfermedad, la vuelta a la normal de los niveles

de fibronectina puede indicar una mejoria del estado clinico del enfermo (48,49).
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1.8. ENDOCARDITIS INFECCIOSA Y FIBRONECTINA,

1.8.1. Definicion.

La endocarditis infecciosa (EI) se define como una infeccidn localizada en la
superficie del endocardio. La mayoria de las veces ocurre en el endocardio valvular, pero en
otros casos sucede sobre defectos septales o en el propio endocardio mural. La endocarditis
es una enfermedad asociada cldsicamente a los gram-positivos, por su mayor adherencia a las
alteraciones causadas por las turbulencias del flujo sanguineo en el endotelio o por su
conocida predileccidn por los materiales protésicos. Las novedades mds interesantes de los
tiltimos afios en cuanto a la EI se refieren a cambios en la incidencia, en los microorganismos
responsables, en las cardiopatias predisponentes, en la incorporacion de nuevas técnicas de
diagndstico, en la emision de nuevos criterios clinicos y en las pautas de tratamiento (50-54).
Staphylococcus spp. y Streprococcus spp. son frecuentemente responsables de la infeccidn.
Los bacilos gram-negativos, Coxiella burnerii y los hongos, especialmente Candida spp.,
constituyen las causas de menor frecuencia, pero de gran virulencia sobre todo en ciertas
situaciones clinicas y en determinados huéspedes (50,52,53,62).

A diferencia del concepto cldsico de que las endocarditis asientan casi siempre sobre
vdlvulas previamente dafiadas por enfermedad reumdtica, hoy se conocen otros tipos de
valvulopatias como las cardiopatias congénitas e incluso corazones previamente sanos que
desarrollan la endocarditis. Ademds de las manipulaciones cldsicamente consideradas factores
predisponentes como cirugia dental, manipulaciones urologicas, etc., hoy en dia, la cirugia
cardiaca, la uwtlizacion de material intravenoso y la drogadiccion representan causas
predisponentes a la endocarditis (65-70).

En una reciente publicacion de Watanakunakorn et al se revisa la experiencia de El
en un hospital durante los afios 80. La endocarditis pasé de .32 episodios por 1000
ingresos/ano en [980 a 1.3 episodios en 1990 (74).

1.8.2. Fisiopatologia

Normalmente el endotelio vascular sano es resistente a las infecciones bacterianas, en
algunas circunstancias, como traumatismo de la superticie endotelial del corazén o de los
vasos sanguineos se originan lesiones compuestas principalimente de plaquetas y de fibrina (la
masa de fibrina contiene incluidas otras proteias de la sangre como la fibronectina que
constituye 4.4 % de la masa del codgulo de fibrina), a este depdsito de plaquetas y fibrina

que se conoce como vegetacion trombdtica no bacteriana (non bacterial thrombotic vegetation-
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NBTYV) se adhieren los microorganismos que se pueden encontrar en la circulacion, y asi, se
pueden multiplicar iniciando un foco infeccioso intravascular. A continuacién los
microorganismos se encajan rdpidamente en capas adicionales de fibrina y plaquetas,
fendmeno que permite a las bacterias tener un lugar fijo para establecer una infeccién
constante sin perder la capacidad de escaparse algunas bacterias a través de esta formacion
porosa en la circulacion general (50,53,62). Asi, hay cuatro series de sucesos que parecen
ser necesarios para el inicio de endocarditis infecciosa:

- Darfio del epitelio con depésito de plaquetas y fibrina formando un NBTV,

2- Descarga de microorganismos en [a circulacion general a partir de un sitio
periférico.

3- Adherencia de los microorganisimos al NBTV que cubre el endotelio daiado, y a
continuacion un depdsito de fibrina y plaquetas adicionales cubriendo de esta manera el agente
infeccioso.

4- Multiplicacién de los microorganismos dentro de la vegetacion plaquetas-fibrina.

1.9. COAGULACION Y FIBRONECTINA.

1.9.1. Interacciones ftibronectina-tibrina/ Fibrindeeno.

La concentracidn de fibronectina en el suero es de 20 a 50 % intferior a la del plasma;
esta diferencia es todavia mds grande si la coagulacion ocurre a una temperatura de 0 a 4°C
(84,85,89).

La incorporacion de la fibronectina en el codgulo a 37°C se debe a un "cross-linking"
mediado por el factor XIlla entre Ia fibronectina y la cadena alfa de la fibrina mientras que
la incorporacion de la fibronectina en el codgulo a temperaturas bajas se debe a dos tipos de
uniones. A parte de la fibronectina, la dnica proteina plasmitica que se incorpora en el
codgulo de fibrina dependientemente del factor XIII es la proteina Alfa-2 plasmin inhibitor
protein(alpha-2 PIP) (85-87). Aproximando la concentracion del fibrindgeno en el plasma a
2.4 g/ml, 100% de esta cantidad se incorpora en el codgulo. Si se aproxima la concentracién
de la fibronectina en ¢l plasma a 320 mg/ml de la cual 35% se incorpora en el codgulo, y Ia
concentracion de la alpha-2 PIP a 69 mg/ml de la cual 24% se incorpora en el codgulo
(88,89), este codgulo serd formado por:

34.9% de fibrina
4.4% de fibronectina
0.7% de alpha 2-PIP.
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La fibronectina es importante e imprescindible por la crioprecipitacion de los
complejos tibrindgeno-tibrina, aunque estos complejos estén saturados con fibrina. La
fibronectina actia como un ntcleo y la proporcién de fibronectina-fibrindgeno-fibrina en el
precipitado es aproximadamente de 0.05-0.8-0.2. Estos complejos se encuentran en el plasma
de pacientes con Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) (82).

Aunque la fraccién del plasma normal que se precipita con heparina contiene 65% de
fibrindgeno y 35% de fibronectina, este precipitado se puede formar con plasma que carece
de fibrindgeno.

La unién de la fibronectina a la fibrina aumenta mtensamente la adhesion y la
distribucion de las células en la superficie del substrato pretratado con fibrina. La fibronectina
plasmatica acelera la conversion del plasmindgeno en plasmina mediante la accidon de la
urokinasa (79,89).

1.9.2. Interacciones Fibronectina-cokigeno Y fibronectina-
glucosaminoglucanos.

La fibronectina adhiere, y puede unirse mediante el factor XIlIla, a diferentes tipos y
formas del coldgeno. Aunque los trabajos son un poco contradictorios, se pueden generalizar
algunos aspectos:

Entre 4 y 20°C, la fibronectina interactia mejor con el coldgeno desnaturalizado y con
fragmentos de coldgeno que con el coligeno nativo. A 37°C, la interaccidn de la fibronectina
con el coldgeno nativo tipo [ ocurre solo en el sitio de rotura del coldgeno por la colagenasa.
Como la colagenasa corta la cadena alta-1 del coldgeno tipo | en un sitio donde carece la
prolina y la hidroxiprolina, puede haber un desenrrollamiento de la hélice del colidgeno en
este sitio a 37°C. El coldgeno intersticial (tipo [, 11 y 1) interactia mejor con la fibronectina
que el colageno de la membrana (tipo IV v V). A 4°C, la heparina induce la precipitacion de
la fibronectina en tformas filamentosas (89).

1.9.3. Fibronectina v plaquetas.

Las plaquetas contienen 2-4 microgramos de fibronectina por cada 10° plaquetas, o
sea 0.5% del contenido de la sangre en fibronectina. La fibronectina plaquetaria se encuentra
asociada a los granulos alfa y se libera cuando las plaquetas se estimulan en presencia de
trombina o coldgeno (88,89). La fibronectina plasmdtica bloquea la capacidad del coldgeno
de liberar la serotonina de las plaquetas (79,81.89).
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2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

2.1. DESCRIPCION.

S.aureus es un coco gram positivo de 1 micra de didmetro, los cocos se suelen agrupar
en racimos, pero algunos, especialmente cuando se examina en muestras patoldgicas, se

presentan en células separadas o agrupadas en dos (92,93).

S.aureus no se esporula, es inmovil y generalmente no capsulado. Cuando crece en
agar sangre por 24 horas a 37"C da tugar a colonias circulares de 2 a 3 mm de didmetro con
superticie lisa y brillante. Estas colonias parecen opacas y frecuentemente pigmentadas,
algunas cepas no tienen pigmento. S.aurens es resistente a la sal y se puede aislar
selectivamente de heces y alimentos utilizando medios con 7-10% de NaCl (91,92).

S.aureus se caracteriza por:

I- produccidn de una enzima extra-celular, la coagulasa, que convierte el fibrindgeno
del plasma en fibrina ayudado por un activador plasmadtico.

2- Produccion de nucleasas termoestables que rompen el ADN (DNAsas)

3- Produccion de proteinas asociadas a la superficie celular entre ellas una llamada
factor de unién o "Clumping Factor" o "bound coagulase” que actia con el fibrindégeno (95).

Otra proteina de la superficie es e! receptor de la fibronectina.

2.2, ESTRUCTURA ANTIGENICA.

La estructura antigénica de S.aureus es compleja y poco conocida. En la pared celular
se han mostrado cerca de 30 antigenos, y los mds importantes son (90-93):

1- El polisacdrido A, especifico de especie, constituido por dcidos teicdicos, polimeros
de fostato de robitol, que estan unidos al peptidoglicano por enlaces covalentes. son
antigénicos e inducen la aparicion de anticuerpos.

2- La protefna A, especifica de especie, se encuentra en la pared celular y se libera
en el medio. Presenta la propiedad de unirse a la extremidad Fec de las [gG normales y a la
extremidad F(ab)2 de las IgG especificas, asi como de activar el complemento.

3- Proteinas responsables de 1a tipoespecificidad.
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2.3. ACCION PATOGENA.

Es debida fundamentalmente a la accion de antigenos de superficie, toxinas y enzimas.

2.3.1. Antigenos de superficie.

Los antigenos superficiales de la pared celular y de la cdpsula tienen propiedades
antifagocitarias. La proteina A tiene la capacidad de combinarse con el fragmento Fc de las
IgG y es responsable de su accion antifagocitaria al impedir la fijacion de las IgG en los
receptores del fagocito; ademads el complejo proteina A-IgG activa el complemento y produce
la liberacion de factores quimioticticos (C5a), que contribuyen al cardcter piégeno de Ias

lesiones estafilocdcicas.
Por otra parte, el complejo estafilocdcico+1gG, que deja libre el fragmento F(ab)2,

hace que éste pueda combinarse con su antigeno especitfico, lo que produce la aglutinacidn
de los estatilococos (coaglutinacidn).

2.3.2. Toxinas.

Cuando 8. aureus se desarrolla en medios adecuados, puede producir diversas toxinas,
que se encuentran en relacién con estados de lisogenia o asociadas a la presencia de

pldsmidos. Las toxinas de mayor importancia son (90-94):

a- Hemolisinas: Son exotoxinas protéicas termoldbiles, presentan una accién

litica sobre los hematies y una accion tdxica sobre otras células (leucocitos, macréfagos,
fibroblastos). En realidad son toxinas citoliticas o citotdxicas, se conocen cuatro toxinas o

hemoloisinas: alfa, beta, gamma y deltd.

b- Leucocidinas: Ademads de las leucocidinas asociadas con hemolisinas,

existen leucocidinas no hemoliticas (factor de Panton y Valentin), compuestas por dos
subunidades F y S, que se fijan en los fosfolipidos de ta membrana de los polimorfonucleares
y macréfagos y producen alteraciones de la permeabilidad ocasionanado la muerte de los
fagocitos. Por otra parte, los estatilococos patdgenos se caracterizan por su capacidad de

supervivencia y de multiplicacion en los fagocitos, a la diferencia de los no patégenos.

c- Exfoliatinas: Algunas cepas de S.aureus, en su mayoria del fagogrupo 11,
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son capaces de producir una exotoxina protéica dermdtropa, que a partir de una lesién local
difunde por la sangre y llega a la piel, donde produce enrojecimientos y lesiones bulbosas
seguidas de una exfoliacidon mds o menos extensa,

d- Enterotoxinas: Son enterotoxinas protéicas que presentan la propiedad de
ser resistentes al calor y los fermentos proteoliticos (jugo gdstrico). Se fijan en los receptores
nerviosos del tubo digestivo y producen nduseas, vomitos y diarrea, por accion de la toxina
sobre el centro del vomito. Son antigénicas y se transforman en anatoxinas. Se conocen seis
enterotoxinas (A,B,C1,C2,D y E), que se identifican por inmunoditusién.

2.3.3. Enzimas.

a- Coagulasas: La coagulasa libre es un fermento que, en presencia de
protrombina y/o de un factor plasmdtico sanguineo (CRF), forma un complejo con actividad
proteolitica que transforma el tibrindgeno en fibrina y produce la coagulacion del plasma
sanguineo; a su vez, se liberan tibrinopéptidos que presentan accion sobre la fibra muscular
lisa. Se considera relacionada con la virulencia, pues la mayoria de las cepas de S.auwreus la
producen (98%). La coagulasa interviene en ¢l proceso inflamatorio y en la produccién del
codgulo intravenoso. Existe ademas una proteina de la pared celular que presenta una accién
semejante (coagulasa combinada o clumping factor), que se ha supuesto que seria 1a causa de
la formacion de una cubierta protectora de fibrina responsable de la agrupacion de los

estafilococos y probablemente de su accion inhibitoria de la fagocitosis.

b- Fibrinelisinas (estafiloguinasas): Transtorman el plasmindgeno en plasmina

o fibrinolisina, que descompone las mallas de tibrina. Contribuyen a la capacidad de invasién
del estafilococo en los focos inflamatorios y es responsable de la descomposicidn del codgulo

de fibrina y de la formacion de microémbaolos causantes de la metdstasis supuradas.

¢- Penicilinasas: Son beta-lactamasas sintetizadas por las cepas resistentes que

inactivan la penicilina por apertura del anillo beta-lactimico. Su produccién se debe a un

plasmido que se transmite por transduccion.

d-__ Otros__enzimas: Existen otras enzimas, como hialuronidasas,
desoxirribonucleasas termoestables, fosfatasas y lipasas, que ayudan al establecimiento de la
infeccion, invasion y produccion de lesiones, y que en cierta manera se encuentran
relacionadas con la virulencia.
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2.4. CUADROS CLINICOS.

S.aureus puede tormar parte de la flora normal de las personas sanas y se halla en la
mucosa nasal del 20 al 40 % y en la piel del 10 al 20 %, especialmente en las manos y
periné. Se ha observado que, cuando los portadores sufren intervenciones quirirgicas, son
mds frecuentes los casos de sepsis. Pero, ademds, interviene en la mayoria de las infecciones
y puede actuar por accidn directa en relacion con su capacidad invasiva 0 por mecanismo
indirecto, por sus toxinas. En el primer caso produce lesiones supuradas y necréticas, cuyo
grado de invasion depende de la combinacion de toxinas y enzimas que elabora, en relacién
con el estado del huésped. En el segundo caso, es la causa de procesos inflamatorios en el

tubo digestivo (enterotoxinas) o en la piel (toxina exfoliativa) (93,94).

2.4.1 Accidén directa.

a-_Infecciones localizadas en la piel v 1as mucosas. La mds benigna es la
foliculitis. Puede producir panadizos, infecciones de las heridas y quemaduras, abscesos
subcutdneos y submucosos. En los nios produce el impétigo contagioso cuando afecta las
capas superficiales de la piel de la cara, y el pénfigo del recién nacido. Produce la mayoria
de infecctones superficiales supuradas , sobre todo de la piel, que constituyen la puerta de
entrada del estafilococo en el organismo (92-94).

b-_Infecciones metastificas de localizacion visceral. Los estafilococos, ya

libres o en el interior de leucocitos polinucleares, pueden difundir por via linfatica o hematica
y colonizar tejidos y drganos diversos, donde producen lesiones pidgenas y abscesos:
meningitis, artritis, pleuritis, osteomielitis en nifos y adultos jévenes, abscesos pararrenales
en personas de edad avanzada, endocarditis frecuentes en drogadictos. Son especialmente
graves la neumonia o bronconeumonia estafilocdcicas, que se presentan muchas veces
consecutivas a una gripe (92-94).

¢ Procesos generalizados. Van precedidos por la formacion del trombo o

codgulo intravenoso, a partir del cual el microorganismo se multiplica e invade la sangre
(septicemia). Se pueden presentar formas hiperagudas rdpidamente mortales (tromboflebitis
del seno cavernoso consecutiva a furinculos del labio superior) y formas agudas menos
graves, subagudas y atin cronicas (92-94),
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2.4.2. Accion fundamentalmente exotoxica.

a- Cuadros de intoxicacién alimentaria: EI consumo de alimentos

contaminados por estafilococos que han elaborado enterotoxina, en especial productos de
pasteleria que contienen crema, puede producir gastroenteritis (92-94).

b- Cuadros de enterocolitis agsuda: En el curso del tratamiento con

antibidticos de amplio espectro que ocasionan la destruccion de la flora normal del tubo
digestivo (92-94).

¢c- Toxina exfoliativa-Sindrome de liell.

d-_Sindrome del shock tdéxico: Caracterizado por fiebre, eritroderrma

generalizada, edema, hipotension con alteraciones hepdticas y fallo renal que presenta una
letalidad del 5-10% (92-94).
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3. EFECTOS DE CONCENTRACIONES BAJAS DE ANTIMICROBIANOS
SOBRE LAS BACTERIAS.

3.1. DEFINICIONES.

a- Concentracion Minima_[nhibitoria (CMI)

Es la menor concentracion del antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento visible
del microorganismo, por tanto un concepto bacteriostitico, es decir, inhibicién o detencidn
del desarrollo bacteriano (96,98).

b- Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Es la menor concentracion del antibacteriano capaz de producir la muerte del
microorganismo, s, por consiguiente, un término de bacteriolisis que implica no sélo la

suspensidn del crecimiento, sino la destruccion de la bacteria (96-98).

¢- Concentracién Minima Antibidtica (CMA)

Es la menor concentracion del antimicrobiano capaz de producir "in vitro" alteraciones
morfoldgicas y/o estructurales en una bacteria. Son concentractones inferiores a la CMI, es
decir, subinhibitorias.

Por consigutente, el rango de la accidn antimicrobiana va desde la produccién de
pequenas alteraciones morfoldgicas (CMA) a la inhibicion del crecimiento y multiplicacidn
(CMI) y finalmente a la muerte bacteriana (CMB) (96-98). En cuanto a las consecuencias
clinicas de las concentraciones bajas de antimicrobianos, se ha visto que infecciones como
sepsis tratadas con gentamicina mostraron el mismo porcentaje de curacion con niveles séricos
del antimicrobiano inferiores a 1/8 de la CMI que otros enfermos con niveles séricos del
mismo antimicrobiano superiores o iguales a la CMI. Los antimicrobianos, segin su
concentracion  y el sitio de infeccidn, pueden afectar tanto los microorganismos
(susceptibilidad o no a la fagocitosis) como las propiedades del propio huésped (modificando
la eficacia de sus mecanismos de defensa) y se observan muchos de estos efectos con niveles
subinhibitorios (96). Como consecuencia de ello, en el tratamiento antibacteriano de un
proceso infeccioso, no se puede himitar solamente a considerar la Concentracion Minima
Inhibitoria sino que, ademds, se debe considerar el efecto del mismo a concentraciones
subinhibitorias sobre la relacidon Huésped-Bacteria (96,99),
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3.2. EFECTOS SOBRE LA ESTRUCTURA BACTERIANA.

3.2.1. Efectos sobre cocos gram-positivos de antimicrobianos activos

sobre la pared bacteriana.

El mecanismo de accion de los beta-lactamicos se basa en la unidn del antibacteriano
a las protefnas fijadoras de penicilina (PBPs) (100).

A concentraciones subinhibitorias, el antibacteriano se une a la PBP a la cual tiene
mds afinidad, mientras gque a concentraciones iguales o superiores a la CMI, este
antibacteriano se une a todas aquellas PBPs a las cuales tiene mayor y menor afinidad (96).
La exposicion de estafilococos a concentraciones subinhibitorias de penicilina induce la
formacion de septos mas finos con pared celular normal (102-106).

A concentraciones subinhibitorias, los efectos mortoldgicos de los betalactdmicos sobre
estafilococos son dependientes de la téenica de cultivo y de la composicidn de este medio de
cultivo.

El cultivo de Srtaphylococcns durante cuatro horas en caldo con 1/3 de 1a CMI de un
betalactdmico resulta en incremento del didmetro bacteriano. Cuando se observan membranas
comunes, son generalmente mds finas que las encontradas en medio sin antibacteriano, En
general la morfologia mas cominmente encontrada es la de formas anormalmente grandes con
hasta 32 células que no se han separado denoninadas "clusters” (96, 101-107).

3.2.2. Efectos sobre cocos gram-positivos de antimicrobianos no

activos sobre la pared bacteriana.

Concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos no activos frente a la pared
bacteriana produce cambios estructurales diferentes de los betalactidmicos. Después de incubar
durante siete horas estatilococos con 1/4 CMI de lincomicina, ta mayoria de las bacterias
presentan un tamano 1.5 a 2 veces mads grande. Algunas tienen membranas comunes
denominadas "crosswells” 2 a 3 veces mas finas que lo normal (106-108). La incubacidén de
Staphylococcus aureus con clorantenicol, tetraciclina o ritampicina resulta en una membrana
celular 3 a 4 veces mds fina (102-105).
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3.3, EFECTOS SOBRE LA VIRULENCIA BACTERIANA.

La virulencia es un fendmeno muy complejo que resulta de las interacciones entre las
bacterias y el huésped. Se puede definir como la competencia que presenta un agente
infeccioso para producir efectos patoldgicos como es el caso de la capacidad de invadir los
tejidos del huésped o como la minima masa bacteriana capaz de hacer dano al huésped;
mientras mds pequena esta masa, mas grande la virulencia (96,109,110).

Muchos factores pueden contribuir a la virulencia bacteriana como es el caso de la
mortologia, rapidez de crecimiento y multiplicacton, productos bioquimicos del metabolismo
(toxinas, enzimas, inactivadores de antibidticos, etc), algunos componentes de la superficie
y productos de la muerte bacteriana. Un gran nimero de productos y agentes quimicos son
capaces de influir la expresion fenotipica del perfil genético de una poblacidon bacteriana en
el objetivo de alterar su grado de virulencia. Antimicrobianos a concentraciones iguales a la
CMB o0 a la CMI afectan la virulencia bacteriana de hecho de que estas concentraciones
matan las bactenas o inhiben su  crecimiento, concentraciones subinhibitortas de
antimicrobianos son capaces de producir cambios en las propiedades bacterianas, la mayoria
de éstos afectan de manera u olra la virulencia, los efectos de dichas concentraciones de
antimicrobianos suelen afectar varios componentes de la virulencia como la adherencia,
resistencia a los factores de la inmunodetensa, proliferacion local, perjuicio de los tejidos,

invasion vy diseminacion bacteriana.
Y

3.4. EFECTOS SOBRE LA ADHERENCIA BACTERIANA.

El proceso infeccioso se considera una cadena de miluples pasos iniciados en la
mayoria de los casos por la colonizacidn de las superficies de las mucosas (111,112). El
primer paso de la invasidn tisular empieza con la adherencia bacteriana a las células
epiteliales de la mucosa del huésped (111-115).

Las concentraciones subinhibitorias de varios antimicrobianos modifican la superficie
bacteriana de tal manera que afectan su capacidad de adherirse a las superficies celulares,

estas concentraciones subinhibitorias producen su actividad antiadhesiva de tres maneras
(96,101-108):

- El antimicrobiano puede inducir fa rotura de adhesinas pretormadas de la célula
bacteriana como es el caso del efecto de la penicilina sobre el dcido lipoteicdico en la

superficie de Streprococcus pyogenes.
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2- Puede tmpedir la tormacion y/o expresion de adhesinas de superficie en organismos
en crecimiento.

3- Puede inducir la formacion de adhesinas no-funcionales,
Los efectos de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre la adherencia

bacteriana dependen de muchos factores entre ellos el antimicrobiano y su mecanismo de

accion, las fuerzas electrostiticas y la hidrofobicidad bacteriana.
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4. ANTIMICROBIANOS.

4.1. AMPICILINA.

Con objeto de superar los obsticulos que la penicilina G presentaba como inestabilidad
en medio dcido, falta de actividad sobre gram-negativos y vulnerabilidad a las betalactamasas,
los investigadores trataron de modificar la estructura molecular de 1a penicilina G a partir del
nicleo bdsico del dcido 6-aminopenicildnico. Comenzo asi el desarrollo de una larga serie de
penicilinas semisintéticas, cuyos ejemplos mas representativos son la ampicilina y la
amoxicilina, probablemente unos de los anfimicrobianos mas utilizados en los tltimos treinta
afios. El desarrollo de la ampicilina y otros antibidticos relacionados con los mismos, permitid
extender el espectro bacteriano de las penicilinas a los gram-negativos y la posibilidad de

utilizar la via parenteral como la oral (121).
4.1.1. Definicién.

La ampicilina (C,(H;N,O,S) es un derivado semisintético de la penicilina (alpha-
aminobencilpenicilina) con amplio espectro de accién antibacteriana. Conjuntamente con sus
derivados, especialmente los ésteres, forma el grupo de las aminopenicilinas. El ntcleo
pendmico, comin al 6-amino-penicilinico y a las diferentes penicilinas derivadas (como la

ampicilina), se caracteriza por un penta-anillo saturado.

4.1.2. Mecanismo de accidn.

La ampicilina, al igual que todos los betalactamicos ejerce su accion antibacteriana
bloqueando la sintesis del peptidoglicano o murefna, elemento constitutivo de la pared de las
bacterias gram-positivas y gram-negativas, inhibiendo la transpeptidasa, enzima esencial en
esta sintesis. Es bactericida, actda durante la fase activa de crecimiento.

4.1.3. Espectro antimicrobiano.

La ampicilina es destruida por las betalactamasas tanto de los gram-positivos como de
los gram-negativos; como consecuencia de esto, la ampicilina es activa frente a una gran
gama de microorganismos gram-positivos y gram-negativos excluyendo las cepas productoras
de betalactamasas.
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4.2. SULTAMICILINA.

La disponibilidad de las penicilinas semisintéticas de amplio espectro no resolvia el
problema de las resistencias bacterianas por produccion de betalactamasas. En la década de
los sesenta y en la de los ochenta, conforme tueron creciendo los niveles de resistencia a las
penicilinas, se desarrollé una linea de investigacidn dirigida al descubrimiento de nuevas
moléculas que actuaran inhibiendo las betalactamasas y que, al ser utilizadas junto a los
betalactamicos, permitieran tratar infecciones producidas por cepas productoras de
betalactamasas. El resultado final de la investigacion ha sido el descubrimiento del acido
clavulanico y del sulbactam, dos inhithidores irreversibles de las betalactamasas (122).

4.2.1. Definicién.

La sultamicilina (ampicilina+sutbactam) es un doble éster y en €l sus componentes
bactericida (ampicilina) e inhibidor de betalactamasas (sulbactam) se encuentran unidos por
un grupo metileno.

El sulbactam es un inhibidor de betalactamasas con poca actividad antibacteriana frente
a cocos gram-positivos, Pyeudomonas, y enterobacterias pero activo sobre Neisseriae y

Bacteroides. La proporcidn de la asociacion sulbactam/ampicitina es de 1/2.
4.2.2. Mecanismo de accidn.

Por si mismo, el sulbactam tiene una accidn antibacteriana intrinseca escasa o nula.
Es un "inhibidor suicida”™ que actia uniéndose a los puntos activos de las betalactamasas para
formar una enzima aciclica intermedia antes de que la betalactamasa pueda fijarse a la
ampicilina e inactivarla. Los fragmentos forman enlaces covalentes con la betalactamasa y la
inactivan. Una vez inactivada esta molécula, la ampicilina puede unirse a las proteinas
fijadoras de penicilina (PBP). La sintesis de peptidoglicanos y la formacion de la pared
quedan inhibidas y la membrana bacteriana se rompe.

4.2.3. Espectro antimicrobiano.

La sultamicilina es activa frente a microorganismos gram-positivos y gram-negativos,

aerobios y anaerobios, incluyendo cepas productoras de betalactamasas.



Introduccion 28

Las cefalosporinas han experimentado un espectacular desarrollo en los tltimos aios.
En la actualidad son muchas las cefalosporinas orales y parenterales disponibles en la prdctica
clinica diaria. El amplio espectro antibacteriano, la potente actividad bactericida, la
estabilidad frente a beta-lactamasas y la baja toxicidad, son algunas de las caracteristicas que
proporcionan a este grupo de antimicrobianos un atractivo especial para su utilizacién.

Las cefalosporinas se han clasificado de forma mds o menos arbitraria en grupos o
"generaciones”, dependiendo de factores diversos tales como su farmacologia, estructura
quimica, actividad antibacteriana, etc.(123).

4.3.1. Definicion.

La cefotaxima (C, H(NsNaO-8,) es un antimicrobiano senmisintético de estructura
betalactdmica con actividad primariamente bactericida y de amplio espectro de actividad. Es
una cefalosporina de tercera generacion de uso exclusivamente parenteral. Este antibidtico se
ha originado de la unidén de la cadena lateral del aminotiazol de cefotiam, con la cadena

lateral oxime de cefuroxima.
4.3.2. Mecanismo de accion.

La farmacodinamia de las cefalosporinas es similar a la de las penicilinas: inhiben la
sintesis de la pared bacteriana impidiendo la sintesis del péptidoglucano.

4.3.3. Espectro antimicrobiano.

Presenta un espectro mas amplio que el de las cefalosporinas antiguas aunque éstas
tienen la ventaja en su actividad frente a estafilococos resistentes y sensibles a meticilina. Sus

combinactones con aminoglicosidos suelen ser sinérgicas.

4.4. TETRACICLINA.

El descubrimiento de la primera tetracichina, la clortetraciclina por Duggar en 1945,
en un caldo de cultivo de una cepa de Estrepromyces aureofaciens, fue el resultado de la
biisqueda de microorganismos productores de antibidticos aislados de muestras de suelo .

Posteriormente, a partir de un mutanie de dicho microorganismo se obtuvo la
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desmetilclorotetraciclina.

En 1950, Finlay y cols. aislaron la oxitetraciclina de un cultivo de Strepromyces
rimosus, y en 1953, Minieri y cols. obtuvieron la tetraciclina base a partir de una cepa de
Streptomyces alhoniger o texasi.

La clorotetraciclina y la oxitetraciclina se obtienen exclusivamente por fermentacion
es decir, son antibidticos naturales. La tetraciclina y la desmetilclorotetraciclina se pueden
conseguir por fermentacién o por semisintesis. Los restantes tetraciclinas son derivados
semisintéticos que se desarrollaron para aumentar la hidrosolubilidad, incrementar la
absorcidn digestiva o prolongar la hemivida de los preparados naturates (119).

4.4.1. Definicion.

La tetraciclina (C,,H,,N,O)es un antimicrobiano del grupo de las tetraciclinas que
responden a la estructura de un tetraciclo de naftacencarboxamida, de actividad primariamente
bacteriostdtica y de amplio espectro. La liposolubilidad de la tetraciclina que tiene gran
relacion con la difusion tisular es intermedia, inferior a la de la doxiciclina y superior a la
de la oxitetraciclina. La tetraciclina se obtiene por fermentacion mediante reduccion catalitica

y deshalogenacion de la clorotetraciclina o por dehidroxilacion de la oxitetraciclina.

4.4.2. Mecanismo de accién.

Las tetraciclinas actian sobre los microorganismos sensibles inhibiendo 1a biosintesis
protéica (ribosomas de 70 S y también de 80 S).

A nivel molecular, la tetraciclina inhibe la transcripcion del mensaje genético al
impedir la unidn al aminoacil-ARN de transporte con el sitio A (aceptor) de la subunidad 30
S del ribosoma; no ejerce ningtin efecto sobre el sitio P (donador) de dicha subunidad. Por
tanto impide la iniciacion de la cadena polipeptidica actuando de manera a impedir la
interaccién entre el codon del ARN-mensajero y el anticodén del aminoacil-ARN-
transportador correspondiente posiblemente por desacoplar la hidrélisis de guanosintrifosfato

de la reaccion del enlace peptidico.

La tetraciclina, al igual que su grupo, exige para ejercer su accion primariamente
bacteriostitica, que el microorganismo se encuentre en fase de crecimiento activo. A
concentraciones altas, la tetraciclina tiene efecto bactericida aunque deja una elevada tasa de

supervivientes.
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4.4.3. Espectro antimicrobiano.

La tetraciclina posee un espectro antibacteriano muy amplio. Es muy activa frente a
cocos y bactlos gram-positivos y negativos, micoplasmas, rickettsias, Coxiella, borrelias,
leptospiras, treponemas, actinomyces, nocardias y clamidias.

4.5. AZITROMICINA.

A partir del descubrimiento de la eritromicina por Mc Guire y cols. en Llu Llu
(Filipinas), en 1952, los macrdlidos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de
infecciones causadas por microorganismos sensibles. LEstos antimicrobianos, desde su
descubrimiento , eran los tarmacos destinados a tratar las infecciones por gram-positivos,
generalmente como alternativa de los betalactdmicos, y para las neumonfas atipicas por

Mycoplasma prewmoniae.

Asi, los macrolidos eran los farmacos de segunda eleccion en infecciones por vias
respiratorias superiores y otorrinolaringoldgicas y otros cuadros infecciosos. Durante la
década de los sesenta, la ausencia de nuevos agentes elioldgicos tratables por estos
antimicrobianos y ademds la inexistencia de problemas de resistencia a la molécula conocida
(eritromicina) habia hecho innecesario desarrollar la investigacion en este grupo de
antimicrobianos.

No obstante, en la segunda mitad de la década de los setenta, los avances cientificos
en el conocimiento de nuevas etiologias de sindromes infecciosos, crearon las condiciones
propicias para que este grupo comenzase a desarrollarse (neumonias comunitarias,

enfermedades de transmisién sexual y gastroenteritis).

Para responder a esta necesidad de macrdlidos, se ha incrementado la investigacion
de nuevas moléculas y se clasificaron los macrélidos en grupos segiin posean en su estructura

macromolecular 14, 15 o 16 atomos (113).

4.5.1. Definicion.

La azitromicina es el primer miembro de una nueva clase de antimicrobianos

denominados azdlidos, derivados de la eritromicina, entonces macrdlidos. Quimicamente, la
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azitromicina tiene un sustituido nitrégeno en el metilo de la posicion novena del anitlo lactona
formando asi un anillo de 15 dtomos en vez de los 14 cldsicos, y como consecuencia tiene

una mayor estabilidad en medio 4cido en comparacion con la eritromicina.
4.5.2. Mecanismo de accién.

Los macrélidos actdan al nivel de las subuntdades 50S de los ribosomas bacterianos
inhibiendo la sintesis de las proteinas al bloquear las enzimas que actian en la translocacién
de la cadena protéica (Weisblum y Davis, 1968). Los macrdlidos no inhiben la formacion de
la cadena peptidica, sino que bloquean la translocacidn subsecuente, escaldén en el que el
peptidil-ARN-t es transportado desde el lado donador al aceptor (Franklin y Snow, 1971).
Estos compuestos, considerados como primariamente bacteriostdticos, pueden comportarse
como bactericidas dependiendo del microorganismo, de las concentraciones del antimicrobiano
y del tiempo de exposicion.

4.5.3. Espectro_antimicrobiano.

Desde un punto de vista microbioldgico, la azitromicina se diferencia del resto de los
macrdlidos en que siendo tan activa como la eritromicina o la roxitromicina frente a gérmenes
gram-positivos, es, "in vitro" mucho mds activa que los demas macrdlidos frente a algunos
gram-negativos y enterobacterias. Al mismo tiempo que mantiene una buena actividad frente
a patdgenos intracelulares. La azitromicina muestra resistencia cruzada con los

MICroorganismos gram-positivos resistentes a la eritromicina.

4.6. KANAMICINA.

Los aminoghcdsidos son antimicrobianos naturales o semisitéticos de estructura
heterociclica, primariamente bactericidas de amplio espectro antibacteriano y actian
inhibiendo la sintesis protéica. El primer producto aislado de este grupo fue la estreptomicina
en 1944 a partir de una cepa de Strepromyvees grisens. En 1957, la kanamicina se aislo en

Japon por Umezawa y cols, de una cepa de Strepromyces kanamyeeticus (124).

4.6.1. Definicidn.

La kanamicina (C,\H;;,N,O, H,50,) es un aminoglucdsido muy estable, cuyo sulfato

es hidrosoluble. Es bactericida, especialmente sobre bacterias en fase de crecimiento y
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pertenece al grupo de la desoxiestreptamina, aminoglucdsido con aminociclitol. La
desoxiestreptomicina se une con azlicares aminados por sus carbones 4 y 6 mediante enlaces

glucosidicos, quedando libre el grupo OH en posicion 5.

4.6.2. Mecanismo de accion.

Al igual de los aminoglicésidos (excepto la estreptomicina), la kanamicina es
primariamente bactericida. Este antimicrobiano ataca el ribosoma de las células bacterianas
sensibles en su subunidad 30S (Ozaki y cols 1969); para que sea efectivo, aquel debe estar
en plena operacion de lectura del mensaje genético, si alglin otro antimicrobiano ha detenido
previamente la funcion ribosémica, los aminoglicosidos no actian. El sitio preciso de ataque
es una de las 15 proteinas que forman parte de dicha subunidad, concretamente la proteina
numero 10. Sin embargo, este mecanismo no explica la accidn bactericida del antimicrobiano,
ya que los @cidos nucléicos permanecen activos. Otro efecto es la induccion de falsas lecturas
que trag consigo la produccion de proteinas no tuncionales, con confusion de los tripletes
leidos sobre el mensajero.

4.6.3. Espectro antimicrobiano.

Los aminoglicésidos son normalmente activos frente a bacterias gram-negativas. La
kanamicina es de amplio espectro con cierta limitacion frente a cocos gram-positivos excepto
estafilococos. Entre las cepas sensibles "in vitro" se incluyen cepas de enterobacterias,
micobacterias y otras.

4.7. CIPROFLOXACINO Y NORFLOXACINO.

[a sintesis del dcido nalidixico se debe a un descubrimiento durante el proceso de la
purificacion de la cloroquinina (Lesher et al 1962). El dcido nalidixico es mds eficaz contra
las bacterias gram-negativas que las gram-positivas y ha demostrado su eficacia en el
tratamiento de infecciones urinarias (117,118).

Desde la introduccion en clinica de este firmaco, se han desarrollado para la

terapéutica varias otras substancias quimicamente afines a la 4-quinotona (117,118).
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4.7.1. Definicidn,

a- Ciprofloxacino: Ciprotloxacino es un antimicrobiano semisintético, derivado
quinoleinico fluorinado del dcido carboxilico, bactericida de muy amplio espectro, se
administra oral ¢ intravenosamente. Su formula es: -ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-

7-[I-piperacinit]-3-quinolincarbdnico.

b- Norfloxacino: Sintetizado en 1980 en Japdn, es un derivado de quinolona-4cido
carboxilico, se caracteriza por la adictén de una fluorina en la posicién 6 y un grupo
piperazinyl en posicion 7. Es un antimicrobiano semisitético y tiene actividad bactericida. Su

a
formula es: 1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-[1-piperazinyl]-3-quinolincarbdnico.
4.7.2. Mecanismo de accion.

El mecanismo de accidn de ciprofloxacino y de norfloxacino es el mismo que el de
las otras quinolonas. Los dominios del cromosoma se superenrollan unas 400 veces, esto
sucede independientemente en cada dominio, es decir, de forma separada, por lo cual se abre
pasajeramente la doble hélice del cromosoma, dominio a dominio. Cuando se termina el
superenrollamiento, los extremos de los dominio superenrollados se unen de nuevo. La
enzima responsable de cortar la doble hélice y volver a cerrarla es la ADN-girasa. Las
guinolonas impiden que la girasa vuelva a cerrar la doble hélice enlazando precisamente el

extremo 5 del ADN con la girasa mediante una uniéon o puente covalente anormal.

Nortloxacino es activo sobre la practica totalidad de las bacterias productoras de
infecciones urinarias, enterobacterias. Psewdomonas y cocos gram-positivos incluyendo
Enterococcus. Dentro de los patdgenos genitales, es muy activo frente a Neisseria
gonorrhoeae inclutdas cepas productoras de betalactamasas. Ciprofloxacino presenta una
marcada mayor actividad que norfloxacino y los restantes del grupo de los inhibidores de la
girasa.

4.8. TEICOPLANINA.

Hoy en dia, los gram-positivos se caracterizan por un grado elevado de resistencia a

los antimicrobianos mds habituales, incluidos los de reciente introduccidn en la practica
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clinica. La investigacion en el campo de los antimicrobianos ha orientado los esfuerzos a
aquella drea de la patologia infecciosa en la que mds se precisan nuevas soluciones. La
teicoplanina es un antimicrobiano que, igual que la vancomicina, se ha creado para responder

al desafio terapéutico que suponen las infecciones por gram-positivos (125).

4.8.1. Definicidn.

La teicoplanina es un antimicrobiano glucopeptidico producido por Actynoplanes
teichomyceticus. Es activo frente a gram-positivos y tiene similitudes con la vancomicina y
la ristocetina.

4.8.2. Mecanismo de accidn,

Acttia inhibiendo la sintesis de la pared bateriana por un mecanismo diferente al de
las penicilinas y cetalosporinas. Impide la polimerizacion del complejo lipido-fosfodisacdrido-
pentapéptido en la segunda fase de formacion de la pared bacteriana. Bloquea la sintesis del
peptidoglicano, acumuldndose los compuestos intermediarios unidos a la membrana. La
teicoplanina actia secundariamente alterando la permeabilidad celular e inhibiendo
selectivamente Ia sintesis del dcido ribonucléico. Tiene una rapida accidn bactericida, pero

$6lo sobre bacterias en fase de crecimiento activo,

4.8.3. Espectro_antimicrobiano.

Su espectro de accion comprende solo las bacterias gram-positivas. Aunque se han

aislado cepas con CMI altas, todavia no se considera frecuente la resistencia a teicoplanina.

En 1966, Magerlin y cols. modificando sintéticamente la estructura quimica de la

lincomicina (aislada de una cepa de Strepromvees lincolmensis), obtuvieron la clindamicina.

4.9.1. Definicion.

La clindamicina es un antimicroblano semisintético (clorodesoxy-lincomicicna), tiene

el mismo espectro de accidén que la lincomicing, pero es diez veces mds potente que ésta
(120).
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4.9.2. Mecanismo de accian,

Tiene el mismo mecanismo de accion que los macrdlidos, inhibiendo la sintesis
protéica al impedir la elongacion de la cadena peptidica. Es bactericida a altas

concentraciones y bacteriostaticas a concentraciones terapéuticas.

4.9.3. Espectro_antimicrobiano.

Comprende estafilococos y estreptococos {excepto enterococo) y es muy activa frente
a anaerobios.
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S.aureus es un patdgeno frecuentemente aislado en infecciones post-traumadticas,
infecciones de tejidos blandos, de la piel e infecciones severas como sepsis, endocarditis
infecciosa y osteomielitis. El uso de nuevas técnicas médicas y la utilizacién de dispositivos
intravasculares como vidlvulas cardiacas, catéteres y otros, también las manipulaciones
quirdrgicas y la drogadiccién son todos factores que han hecho de este microorganismo unc
de los patégenos mas importantes a lo largo de 1a historia de enfermedades infecciosas.

En la mayoria de los casos, la adherencia es una etapa primordial y determinante del
desarrollo de la infeccidn bacteriana, proceso en el que intervienen muchos factores, de ellos,

y entre los mds importantes, las protefnas del huésped como la fibronectina y el fibrinégeno.

La necesidad de entender las interacciones existentes entre los microorganismos y las
proteinas del huésped como la importancia de los efectos que producen los antimicrobianos

sobre estas interacciones nos lleva a proponer los siguientes objetivos para este trabajo:

1- Estudiar "in vitro" las interacciones de la fibronectina con S.aureus en especial la
influencia de la presencia de este microorganismo en el plasma sobre la concentracién de la
fibronectina; asi mismo, estudiar estas interacciones en suero y en solucién de fibronectina

purificada.

2- Observar la influencia de los pardmetros como la temperatura, el indculo
bacteriano, el tiempo de incubacién del plasma con las bacterias, y la fase del crecimiento
bacteriano sobre las interacciones fibronectina-§.aureus.

3- Analizar el papel de la fibronectina en la adherencia de S.aureus a codgulos de
fibrina y el efecto que produce la eliminacidn, replecién y saturacidén del codgulo con

fibronectina sobre esta adherencia.

4- Cuantificar los efectos que producen concentraciones subinhibitorias de distintos
tipos de antimicrobianos frecuentemente utilizados en infecciones leves y graves y en
profilaxis sobre:

a- La adhesidn de fibronectina plasmadtica a S. aureus (produccion o exposicion
del receptor de la fibronectina en la bacteria) y sobre la concentracion de la fibronectina en

el plasma.
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b- La coagulacion del fibrindgeno en presencia de S.aureus (produccion de

coagulasa y clumping factor).

c- La adherencia de S.aureus a codgulos de fibrina en presencia o no de
fibronectina.
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III. MATERIALES
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1. CALIBRACION DEL NEFELOMETRO

La calibracion del neteldmetro N-100 de Behring se realizé de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. La temperatura del trabajo tue de 30°C. Esta evaluacion se
realizé siguiendo las recomendaciones elaboradas por 1a Comision de Validacidn de Técnicas

de la Sociedad Francesa de Biologia Clinica.

1.1. IMPRECISION

La imprecisién intraserie se ha estudiado utilizando estdndares con concentraciones
bien determinadas de fibronectina a dos niveles de concentracion (alto y bajo), analizandose

20 veces consecutivas.

Para la imprecision interserie se analizaron los mismos estdndares (controles) durante

8 dias y se calcularon las medias, las desviaciones estandar y el coeficiente de variacion.

1.2. LIMITES DE DETECCION

La comprobacidn de los limites del intervalo analitico que corresponde a la sefial mas
pequena (en cantidad o concentracién) que se puede distinguir (con cierta probabilidad) de
un blanco de reaccion son los limites de deteccidn por debajo de los cuales no se puede fiar

de un resultado. Se realizaron:

Blanco reactivo: corresponde a la sefial imputable al reactivo (anti-fn). La muestra se

reemplazé por el mismo volumen de agua destilada.
Blanco muestra: el reactivo se reemplazé por el mismo volumen de diluyente (PBS).
Cdleulo de las limites de deteccion (LD): se hicieron mediciones repetidas (n=10) del
blando reactivo y del blanco muestra. Se calcularon las medias (Md) y las desviaciones
estandar(Sd).

LD = Md+K.Sd

Como la técnica se hace en el cuadro de una deteccion de moléculas normalmente
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ausentes, se eligieron los grados de riesgo alfa y beta pequeios. n=10, alfa=5%, beta=1%
y k=6,58.

1.3. LINEALIDAD

Se verifico si la relacion entre los valores encontrados (y) y los valores tedricos (x)

es de la forma y=a+bx,

Se prepararon 18 diluciones a partir de un estandar y se midieron cada una 3 veces
consecutivas (series de 3 muestras idénticas) y se repitié durante 3 dias. A continuacién se
calcularon las medias y las desviaciones estdndar de los valores encontrados y se relacionaron

con los valores tedricos mediante la formula y=a+bx.

Se llevaron estos resultados sobre los ejes de coordenadas y se trazd la bisectriz y la
recta de minimos cuadrados; en aquellos puntos superior e inferior, en los que el porcentaje
de contianza (+-2s) cortd la recta, representaron los limites de linealidad. Se ha considerado
por tanto como tramo lineal aquéel en que la diferencia entre el valor tedrico y experimental

es menor del 5% del valor tedrico calculado a partir de la férmula:

L(E-T)/T] x 100 < 5.

2. MICROORGANISMOS

Tres cepas de S.auwrens fueron ensayadas en este trabajo: ATCC 25923, ATCC 29213
y un aislado clinico de hemocultivo (Hospital Universitario de San Carlos-Madrid). Las cepas
se conservaron a -20"C en leche desnatada: para su uso se hicieron siembras y subcultivos
de mantenimiento cada dos a tres dfas en placas de agar Mieiler-Hinton (MHA) y se

incubaron en estufa (Heracus) a 37°C durante 18 a 24 horas.

3. ANTIMICROBIANOS

Un total de 10 antimicrobianos fue utilizado frente a las tres cepas de S.aqureus:

Azitromicina (Pfizer), nortloxacino (Merck Sharp & Dohme), ciprofloxacino (Bayer),
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ampicilina (Beecham), tetraciclina (Pfizer), sultamicilina (Pfizer), kanamicina (Bristol-Myers),
clindamicina (Upjohn), cefotaxima (Roussel) y teicoplanina (Maron Merrel Dow). Los
antimicrobianos fueron facilitados por los laboratorios en forma de polvo valorado. Se
prepararon soluciones atendiendo a las indicaciones de la casa comercial y se distribuyeron
en alicuotas de 1 ml; éstas se guardaron para su conservacion a -20° y se descongelaron el

mismo dia del ensayo, desechdndose el antimicrobiano sobrante.

4. FIBRONECTINA HUMANA

Se utilizé la fibronectina humana purificada mediante cromatografia (Sigma). El
liofilizado se reconstituyd con agua destilada estérit y se prepararon alicuotas de 1 ml de 500
mg/] de concentracion y se congelaron a -20°C. Las alicuotas se descongelaban sélo una vez

para evitar las alteraciones de la proteina,

5. ANTISUEROS

Los antisueros "antt human tibronectin® y "anti human fibrinogen" fueron
suministrados por Behring. Son anticuerpos especificos de origen animal elaborados mediante

inmunizacion de conegjos con las correspondientes proteinas plasimdticas humanas.

El fibrindgeno y la fibronectina contenidos en el plasma, en una reaccién inmuno
quimica con estos anticuerpos, forman inmuno complejos y las concentraciones existentes se
determinaron cuantitativamente mediante medicion de la dispersion luminosa {Nefelometro
N-100, Behring).

Los antisueros, dado su alta especificidad, se pueden emplear en los métodos inmuno

quimicos de precipitacion. Se guardaron a 49C.

6. CONCENTRACIONES MININAS INHIBITORIAS

Las Concentraciones minimas inhibitorias {CMI) de los antimicrobianos frente a las
cepas ensayadas se determinaron mediante el método de macrodilucién en caldo. Los
estafilococos se afiadieron a series-dobles de diluciones del antimicrobiano preparado en
Caldo Miieller-Hinton (MHB-OXOID) en presencia de un control de crecimiento. La CMI

se definid como la concentracion del antimicrobiano que no permite el crecimiento
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macrocdspico (furbidez) en comparacion con el tubo control después de 18-24 horas de

incubacion a 37C.

7. PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA LOS ENSAYOS

A partir de una placa de Agar Mieller-Hinton (MHA-OXOID), se cogid una colonia
y se anadié a 50 ml de Caldo Mieller-Hinton y se cultivé a 37°C con 150 agitaciones/min.
Las bacterias en cultivo se cogieron en fase logaritmica o estacionaria (dependiendo del
experimento) y se depositaron mediante centrifugacion (Centrifuga-Selecta Mod. Meditronic)
a 3500 rpm durante 15 min. A continuacion se lavé el "pellet” tres veces con Buffer Fosfato
Salino (PBS-BioMerieux) de pH="7,2-7,3 para eliminar los restos del medio y se prepararon
suspensiones bacterianas de 10° UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias/ml) que
corresponden, seglin las determinaciones, a una absorbancia de 0,3 a 580 nm

(espectrofotdmetro Hitachi Mod. U-1100).

8. ENSAYO ESTANDAR DE ADHESION DE LA FIBRONECTINA
SOLUBLE A S.aureus

Después de preparar las suspensiones bacterianas de 10® UFC/ml, se hicieron
diluciones para obtener 107 y 10° UFC/ml segiin la necesidad del experimento. Estas

concentraciones se confirmaron cada vez mediante recuento en placas.

De estas preparaciones bacterianas, | ml se incubd con | ml de plasma humano
citratado pobre en plaquetas (PPP) durante 60 min a 37"C agitindo la incubacidn a intervalos
de 10 min para facilitar el contacto fibronectina-bacterias. A continuacion, después de la
incubacidn, [as bacterias a las cuales se ha adherido la fibronectina soluble se depositaron
mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 30 min y después de lavar el "pellet”, la
concentracion de la fibronectina en el sobrenadante se midid con el nefelémetro. En cuanto
al fibrindgeno, la concentracion en el sobrenadante correspondid a la parte no coagulada y
se midié con el mismo método. Un control tormado por | ml del mismo plasma diluido a

la mitad con PBS siguié las mismas etapas del experimento,

El porcentaje de adhesion se calculé mediante la férmula siguiente:
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% adhesion = ( [FN]. - [FN], ) x 100 / [FN]. (1)

[FNj..: Concentracion de fibronectina en el control.

{FN],. Concentracién de fibronectina en el sobrenadante del tubo con bacterias.

Cuando se realizaron los ensayos de adhesion en suero o con solucidn de fibronectina

purificada, se sustituy¢ el plasma por éstos.

9, INFLUENCIA DE 1.LOS PARAMETROS EN LLAS INTERACCIONES
FIBRONECTINA-S.aureus

9.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se prepararon 4 series de reacciones siguiendo el mismo ensayo estdndar de adhesion

y las series se incubaron a distintas temperaturas:

+ 4°C
+26°C
+ 37°C
+ 420C

Después de depositar y lavar tas bacterias, se midid la fibronectina en el sobrenadante

y se calcularon los distintos porcentajes de adhesion,

9.2. EFECTO DEL INOCULO BACTERIANO

Para este fin, se prepararon suspensiones de S.auwreus de distintas concentraciones y
cada una de estas preparaciones siguio el ensayo estdndar de adhesion y después se midié la

tibronectina en el sobrenadante y se calcularon los porcentajes de adhesion,

9.3. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION
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Se estudio la influencia del tiempo de incubacion de las bacterias con el plasma sobre
la adhesion de la fibronectina a S.aurens. Se realizaron los ensayos de adhesion en series de
10¥ y 107 UFC/ml variando el tiempo de incubacion de 15 a 120 min Se determinaron las

concentraciones de fibronectina y se calcularon los porcentajes de adhesion.

9.4. EFECTO DE LA FASE DE CRECIMIENTO DE S.qureus

A partir del cultivo en incubacién (37°C, 150 agitaciones/min}, a partir de las tres
horas y cada hora, se cogieron 2 ml del cultivo y se depositaron las bacterias mediante
centrifugacion, se lavaron y se prepararon suspensiones de 10% y 107 UFC/ml para el estudio
de la adhesion. Se repitio el ensayo cada hora hasta las 9 horas, y después se repitio a las 27,
80 y 125 horas. Se midié la fibronectina en el sobrenadante y se calcularon los porcentajes

de adhesion.

10. DETECCION DE LA COAGULASA Y DEL "CLUMPING FACTOR"

DE S.aureus

Se realizaron dos pruebas distintas para detectar la produccion de coagulasa libre y
del receptor peptidico del fibrindgeno presente en la superficie de S.aureus (clumping factor

o coagulasa fija) (91):

1- El "tube test" para la coagulasa hibre.

2- El "shide test” para el Clumping Factor.

El "tube test” consiste en anadir O, 1 wml de S.qureny de un cultivo "overnight" en caldo
MHB a un tubo que contiene 0,5 ml de plasma reconstituido (Rehidrate Bacto Coagulase
Plasma). Esta mezcla se incuba a 37°C durante 4 horas observando el tubo para la formacion

de un codgulo (inclindndolo 90v).

El "slide test" consiste en hacer una suspension uniforme de bacterias en PBS estéril
y agitarlas para obtener una solucion homogénea. Una gota de esta suspension se mezcla con
otra del reactivo anti-S.anrens ("Slidex Staph-kit" -bio Merieux Vitek), se dispersa

cuidadosamente durante 10 segundos y se observa la aglutinacidn.
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11. COAGULOS DE FIBRINA

11.1. PREPARACION

Los codgulos de fibrina se prepararon a partir de plasma citratado pobre en plaquetas
de voluntarios sanos. Para este fin, se prepararon distintos tipos de plasma a partir del mismo

"pool":

Una parte se traté con "anti-fibronectina” y se dejé 15 min a 37°C y se centrifugé
a 2000 rpm para depositar los inmunocomplejos formados, a otra parte se afadié fibronectina
purificada a partir de una solucién de 500 mecg/ml (la cantidad anadida depende del
experimento), una parte se tratd con "anti-tibronectina" y después se afiadieron distintas
concentraciones de fibronectina purificada (de 30 a 250 mcg por ml de plasma) y la dltima

parte se utilizd como plasma normal.

A 0.3ml de los distintos tipos de plasma se afadié la misma cantidad de
tromboplastina tisular (Pathromtin-Behring) en presencia de cloruro cdlcico y se dejé 30 min
a 37°C para formarse el codgulo. Después se lavd tres veces con 5 ml de PBS (pH=7,2-7,3)

durante 10 a 15 min cada lavado.

11.2. ENSAYO DE ADHESION DE S.aureus A COAGULOS

El ensayo de adhesion se realizo directamente en los tubos donde se tormaron los
codgulos (para evitar deformaciones del codgulo). A partir de una suspension bacteriana de
10* UFC/ml, se prepard otra de 107 UFC/ml cuya concentracion se confirmé cada vez

mediante recuento en placa.

Los tres tipos de codgulos se incubaron con 4 ml de suspension bacteriana durante 60
min a 37°C y con 150 agitaciones/min. Pasado este tiempo, se lavaron los codgulos tres
veces con PBS para eliminar las bacterias no adheridas y se hizo un recuento en placa de
estas bacterias no adheridas (en el sobrenadante+lavado). Se calcularon los nimeros de
bacterias adheridas a cada codgulo que corresponden a la diferencia entre el control y el
nimero encontrado y a continuacion se calcularon los porcentajes de adhesion mediante las

formulas siguientes:
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% adhesion = (N1 -N2)x 100/ N1 (2)
% adhesion debida a Fn = % adh.(codgulo con Fn) - % adh.(codgulo sin Fn) (27)

N1: Nimero de bacterias en el indculo de partida.

N2: Ndmero de bacterias no adheridas al codgulo.

12, EFECTO DE CSI DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS
INTERACCIONES FIBRONECTINA-S. aureus

12.1. CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS CON CSI

Después de determinar las CMIs del antimicrobiano frente a las cepas ensayada, se
prepararon medios de MHB respectivamente con 1/2 CMI, [/4 CMI, 1/8 CMI, 1/16 CM],
1/32 CMI y sin antimicrobiano. A continuacion se anadié una suspension bacteriana de
manera a obtener una concentracion final de 5 x10° UFC/mi y se incubaron a 37°C y 150

agitaciones /min.

De otro lado, el crecimiento de S.aurens con concentraciones sub-inhibitorias de
antimicrobianos produce cambios morfoldgicos de las bacterias (96,101-110), algunos
antimicrobianos dan lugar a formas tilamentosas y otros a agregados bacterianos no separados
(96,107-112). Esto puede producir errores a la hora de hacer el recuento de bacterias en placa
puesto que el nimero de colonias no corresponde al niimero real de bacterias vivas
sembradas. Para evitar estos errores en el estudio del efecto de antimicrobianos sobre la
adhesion de S.aureus a codgulos de fibrina, se comprobd con todos los antimicrobianos
utilizados que el indculo bacteriano utilizado (absorbancia=0.3 a 580nm) corresponde a un
niimero de bacterias tratadas idéntico al namero de bacterias control crecidas en medio sin

antimicrobhiano.

12.1.1. Determinacion de las densidades 6

Para determinar la influencia de las concentraciones subinhibitorias sobre la curva y
Ia fase logaritmica de crecimiento de S.aurens, a partir de la hora 0 y cada hora se midid la
densidad dptica de los cultivos con las diferentes concentraciones del antimicrobiano y del

control sin antibidtico a 580 nm y se trazaron las curvas de crecimiento.
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12.1.2. Preparacion de las bacterias para los Experimentos

Segiin las determinaciones de las curvas de crecimiento en medios con o sin
antibidtico, se cojieron las bacterias en fase logaritmica de crecimiento dado que las bacterias
en esta fase presentan una mayor fijacion de fibronectina. A continuacion, después de lavar
las bacterias 3 veces con PBS estéril para eliminar los restos del antimicrobiano se prepararon
suspensiones bacterianas de 10° y 107 UFC/ml en PBS a partir de los medios con y sin

antibidtico para los ensayos de adhesidn.

12.2. ENSAYO DE ADIIESION

12.2.1. Adhesion a la tibronectina libre

A los tubos con I ml de suspension bacteriana se anadio el mismo volumen de Plasma
Pobre en Plaquetas, a continuacion se siguid el protocolo estandar de adhesion y se midid la

fibronectina en el sobrenadante y se calcularon los porcentajes siguientes:

% inhibicion = 100 - (% adhesion en A x 100 / % adhesion en C) (3)

Y% FN libre = [FN], x 100 / [FN]. (4)

A Incubacion con bacterias tratadas con el antimicrobiano.

C: Incubacion con bactertas no tratadas (Control).

12.2.2. Adhesion a codgulos de fibrina

En este caso se utilizaron bacterias tratadas con media CMI del antimicrobiano dado
que esta concentracién fue la que mds influia la adhesion. Se prepararon dos codgulos, uno
a partir de plasma normal, y otro a partir del mismo plasma del que se quito la fibronectina
y se incubaron con 4 ml de suspension bacteriana (10" CFU/ml) tratadas o no con

antimicrobiano.
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Después de 60 min de incubacidén a 37°C, 150 agitaciones /min, las bacterias no
adheridas al codgulo se separaron de éste ultimo y se lavo el codgulo 2 veces con dos ml de
PBS para eliminar las adherencias inespecificas y el total de bacterias no adheridas se
determind mediante recuento en placa de las bacterias del sobrenadante y de los lavados. A
continuacion, se calculé el nimero de bacterias adheridas y los porcentajes de adhesién y de

inhibicién segun las formulas anteriores (2 y 3).

13. METODOS ESTADISTICOS

Se calcularon las medias aritméticas y las desviaciones estdndar de los resultados
obtenidos en cada caso de los porcentajes de adhesion y de inhibicidon de adhesion de la
fibronectina soluble a S.awreus y se realizé un estudio descriptivo de la adhesion
estatilocdeica a codgulos de fibrina calculando la media aritmética y la desviacién estandar
de los resultados. La comparacion de las medias
se realizé mediante el Test T de Student; la significacion estadistica se calculd mediante una

subrutina en BASIC ( las variables eran independientes).



"Efecto de concentraciones subinhibitorias
de antimicrobianos sobre las interacciones
fibronectina-Staphylococcus aureus”

IV. RESULTADOS
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1. RESULTADOS DE LA CALIBRACION DEL NEFELOMETRO.,

1.1. IMPRECISION INTRA E INTERSERIE.

Se calcularon las medias aritméticas , las desviaciones estdndar y los coeficientes de
variacién de todas las determinaciones. En el caso de la imprecisién intraserie se utilizé
plasma con nivel alto (A) y otro con nivel bajo (B) de fibronectina. En el caso de la
imprecisién interserie, se utilizd plasma con concentracién normal de fibronectina (N). Los

resultados se muestran en la tabla 1.

BLIOmgl | 53131 mg/l 128.11 mg/l
8.35 5.0 5.95
2,50 0.95 4.64

Tabla 1: Imprecision intra e interserie.

1.2. LIMITES DE DETECCION

Se calcularon las medias y desviaciones estdndar de 10 determinaciones y las limites
de deteccidn (LD) . Los resultados se muestran en la tabla 2.

27.25 1.73
24.71 0.92

Tabla 2: Limites de detccion

1.3. LINEALIDAD

Y= 0,172 + 0,907 X r=0,99
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2. DETERMINACION DE LA FIBRONECTINA EN PLASMA Y R

Las medias de los resultados se muestran en la tabla 3. Niimero de voluntarios =30,
SD: media de las desviaciénes estindar de los porcentajes de incorporacion.

Tabla 3: Comparacién de las concentraciones de fibronectina en plasma y suero.

DETERMINACION DE LA FIBRONECTINA TRAS IN ACION DE
S.aureus CON PLASMA, SUERQ Y FIBRONECTINA PURIFICADA.

3.1. INCUBACION CON PLASMA,

Tras la incubacidn de S.aureus con plasma, los niveles de fibronectina se encuentran
bajos. Esta bajada depende del indculo bacteriano utilizado (ver efecto indculo también).
Como se ve en la tabla 4, S.aureus ATCC 25923 y el aislado clinico originan mayor
disminucién de la concentracidén plasmadtica de fibronectina, con S.aureus ATCC 29213 se
observa un porcentaje de adhesion ligeramente mds bajo.

ATCC 25923 | Fn

oo Fe | 291D 69,9 (2,3) 21,3 (6,6)
ATCC 20213 | Fn | 404Q6) 38,16 (2,2) 33,2 (6,9)
R | a0 79,6 (9,5) 17,6 (11,2)
Aislado clinico | Fn | 442.(3.8) 44,8 (4,6) 41,7 (5,9)

Fg | 29,6 4.4 83,7 (1,7) 21,1 (5,4)
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Tabla 4: Efecto de la incubacion del plasma con S.aureus sobre las concentraciones
plasmdticas de fibronectina y fibrinégeno.
Los valores son las medias (SD) de diez experimentos.

Las diferencias entre las tres cepas ensayadas no son significativas (p>0.6). Los
porcentajes de adhesion no varian significativamente entre 5x10* y 107 ufc (p=0.71). En
cuanto al fibrinégeno, la mayor disminucién (debida a la coagulacién producida por S. aureus)
se observa con un inéculo de 107 UFC. Indculos de 5x10° y 5x10° UFC dan lugar a menos
coagulacion. En este caso la curva es parabélica mostrando un méximo con un inéculo de 10’
UFC.

3.2, INCUBACION CON SUERO Y CON FN PURIFICADA.

En ambos casos, los porcentajes de adhesion de fibronectina a S.aureus son inferiores
a los encontrados trds incubacién con plasma. Tras la incubacién de las bacterias con suero,
el porcentaje de adhesién observado con indeulo bacteriano de 10* UFC es de 14,77 con una
desviacion estdndar de 6,91. Tras incubacién del mismo indculo con solucién de fibronectina
purificada (500 mg/l), se observa un porcentaje de adhesién de 15,33 con una desviacién
estindar de 7,1. Las diferencias observadas entre inéculos de 10’y 108 UFC son mayores que
aquellas observadas en el caso de la incubacién con plasma con los mismos indculos.

Fn punﬁcada (soluc16n)

0 chuiml 12,3 (5.8) 11,8 3,7)
''''''''' '1_03._0_f.u_/m_1 14,7 (6,9) 15,3 (7,1)
5_§5':f;_§-5_1i0i?;féfufmij' ',fﬁf 8,26 (3,3) 6,5 (7,3)

Tabla 5: Efecto de la incubacion de S.aureus con suero o con fibronectina purificada sobre
la concentracién de fibronectina.
Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.




Resultados 56

4. ESTUDIO DE 1.OS PARAMETROS

4.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA.

La temperatura del experimento afectd significativamente las interacciones
fibronectina-S. aureus. La tabla 6 muestra los resultados de los experimentos realizados a
distintas temperaturas y con distintos inéculos bacterianos. Con los dos indculos utilizados
(107 y 10* UFC) y con las tres cepas ensayadas, la mayor adhesién se observé a 37°C.
Cuando se realizaron los experimentos a 26 y a 42°C, el porcentaje de adhesién se encontré
mds bajo aunque a 42°C la adhesion es ligeramente mds grande que a 26°C. A 4°C la

adhesion es nula o despreciable.

3 %3 Hemoalivo
o e e oo
| | 28,6 (2,9) 25,2 (4,4) 29,3 (7,1)
39,1 (1,8) 38,1 (5,1) 41,4 (4,4)
29,1 (2,7) 27,4 (2,2) 32,2 (1,6)
5,8 (3,5) 4,1 (0,3) 7,5 (4,7)
32,2 (2,5) 28,2 (8,1) 35,2 (2,9
41,4 (0,9) 40,2 (3,9) 4,4 (2,6)
34,4 (3,2) 31,5 (3,5) 38,5 (6,6)

Tabla 6: Efecto de la temperatura sobre la adhesién de la fibronectina a S.aureus.
Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.

En las figuras 1 y 2 se observan los efectos de la temperatura sobre la adhesién de Fn a
S.aureus. Los valores representan las medias de las tres cepas. Las diferencias entre los
valores observados con las distintas cepas no son signifigativas (p>0.8)
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Efecto de la temperatura sobre las
interacciones Fn-S.aureus.
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4.2. EFECTO DEL INOCULO BACTERIANO.

En la tabla 7 estdn representados los porcentajes de adhesién de la fibronectina
plasmdtica en presencia de distintos inéculos de S.aureus. Las tres cepas muestran resultados
comparables aunque con distintos valores, las diferencias no se consideran significativas
(p>0.7).

Con in6culo de 10° UFC se observa un porcentaje alto de adhesion que en el caso de
S.aureus ATCC 25923 es mds grande que el observado con 10° UFC (44.02% comparado con
43.12%), en los otros dos casos del aislado clinico y de la cepa ATCC 29213, 10° UFC
asegura un porcentaje de adhesién igual o ligeramente inferior al observado con 10° UFC.

Esta adhesién va bajando con el inéculo bacteriano; entre 107 UFC y 5x10° UFC se
observa una disminucién rdpida de adhesién que no se detecta con indculos inferiores o
iguales a 5x10° UFC. La curva de adhesién segiin el inéculo bacteriano (medias des tres
cepas, Figura 3) alcanza su mdximo con un inéculo de 10° UFC, valor a partir del cual se
mantiene precticamente constante. El indculo de 10" UFC se considerd inéculo estdndar para

los ensayos de adhesién.

-i.ﬁ;:@.@.';.x_o_?_ e 43.12 (1.6) | 41,29 (5.3) 44.21 (3.8)
' 44.02 (2.4) 38.64 (2.7) 44.82 (4.6)
41.66 (2.9) 37.50 (1.5) 43.66 (3.8)
38.26 (1.6) 35.91 (1.2) 41,73 (5.9)
21.16 (0.06) ND 32.8 (5.3)
0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Tabla 7: Efecto del indculo bacteriano sobre la adhesion de la fibronectina a S. aureus.
Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.
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Efecto del indculo bacteriano sobre las
interacciones Fn-S.aureus.
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4.3. EFECTO DE LA FASE DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

La fase de crecimiento de las bacterias afectd significativamente las interacciones de
la fibronectina con S.aureus(tabla 8 y figura 4), las bacterias en fase logaritmica de
crecimiento aumentan su capacidad de fijar fibronectina soluble especialmente entre la tercera
y la cuarta hora donde se observa mayor adhesidn con las tres cepas ensayadas (44.34%,
42.22% y 46.82% con S.aureus ATCC 25923, ATCC 29213 y el aislado clinico
respectivamente). A continuacién y hasta las 8 hora, los porcentajes de adhesién bajaron
progresivamente para alcanzar un nivel de 38,27% como media de las tres cepas a las 8
horas. Las diferencias entre las tres cepas no se consideran significativas (p>0.7). La fase

estacionaria se caracteriza por una adhesién practicamente invariable y constante entre las
horas 9 y 24. Entre las horas 28 y 125, Ia adhesion bajé de 36.36 a 33.33% como media de
las tres cepas. Las densidades Opticas reflejan el grado de crecimiento de las bacterias.

' U Heémoe

— o e
e 4 | 0.891 443 (1.2) 42,2 (2,2) 45,8 (0,6)

_______ 5 | 1490 41,6 (0,9) 41,2 (1,2) 43,9 (3,2)

______ 6 2.000 40,3 (1,3) 38,8 (5,6) 41,5 (0,4)
e "7 | 231 39.2 (2.2) 37,2 (0,6) 39,4 (0,6)
e fs:f 17 250 38,3 (0,6) 37,5 (3,1) 38,4 (0,5)
Estacion. | 9 2.630 36,8 (3,2) 35,8 (1,7) 37,1 (1,6)
e 12 2.651 36,6 (3,5) 35,9 (6,4) 37,3 2,3)
o 24 2.683 36,4 (1,5) 35,1 (3,5) 36,8 (0,9)
“Declin, | 28 | 2.694 36,3 (0,1) 34,9 (0,8) 37,2 (0,8)
T80 2.731 34,6 (0,9) 33,1 (1,6) 36,3 (1,3)
o s ND 33,3 (1,7) 33,2 (2,2) 35,3 (4,1)

Tabla 8: Efecto de la fase de crecimiento sobre las interacciones fibronectina-S. aureus.
Los resultados son las medias de 5 experimentos, estos experimentos se realizaron con un
inéculo de 10’UFC/ml. D.O.: Densidad éptica a 580nm. ND: No determinado.
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4.4. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION.

En general las tres cepas de S.qureus mostraron una adhesion a la fibronectina

dependiente del tiempo de incubacidn de las bacterias con la fibronectina en el plasma. El

aspecto de la curva segiin el tiempo de incubacién es parecido con ambos indculos de 10° y

10’UFC aunque con distintos porcentajes de adhesién.

| 10" i 5 0,0 (0,0) 7,1 (3,2)
crumi | 15 | 1309 7.20.) 17.2 1,1
TN T 31,1 (3,5) 29,5 (6,1) 32,7 (0,8)
""""""" - :4_5: 34,9 (4,6) 33,8 (5,8) 34,7 (2,6)
_____________ 60 - 41,6 (1,3) 37,1 (4,3) 45,5 (3,7)

""" 120 45,2 (0,3) 39,3 (2,3) 46,5 (2,9)
[T | w200 39,9 (1,7 45963
w0 | s 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,7 9,2)
CFU/ml 15 8,7 (6,6) 2,2 (10,1) 8,8 (2,2)
B 30 29.4 3,7) 30,3 (6,1) 32,4 (1,5)
1 45 36,9 (2,1) 33,1 (2,3) 40,4 (4,7)
"""" 60 39,7 (1,1) 30,6 (3,9) 41,2 (1,2)
""""" : :'120;;_:.; 1 40,1 3,3) 38,7 (2,7) 42,9 (3,3)
St 180 | 41,3 2.3) 39,2 (5,6) 43,1 (6,7)

Tabla 9: Efecto del tiempo de incubacion con el plasma sobre la adhesidon de la fibronectina

a S.aureus. Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.
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Con cinco minutos de incubacién no se observa adhesién ningitina con las dos cepas
ATCC de S.aureus utilizando un inéculo de 10" UFC, mientras que el aislado clinico muestra
un nivel muy bajo de adhesién (1.7%). Con este mismo tiempo, 10* UFC de S.aureus ATCC
25923 y del aislado clinico manifiestan porcentajes de adhesién de 3.74 y 7.13%
respectivamente, mientras que con la cepa ATCC 29213 no se observa una adhesion
significativa.

Segiin va aumentando el tiempo de incubacidn, el porcentaje de adhesién aumenta y
llega con 60 minutos a asegurar casi la totalidad de la adhesién observada con 180 minutos.
La curva de adhesidén en funcién del tiempo de incubacién presenta un comienzo exponencial
entre cinco y sesenta minutos, a partir de estos valores la curva parece ser pricticamente
invariable (ver figura 3).

En este caso también las diferencias observadas entre las tres cepas bacterianas no son
significativas (p>0.8).

En la figura 4 se muestra el miximo de adhesion observado durante la fase
logaritmica de crecimiento, también se observa el aspecto horizontal de la curva durante la
fase estacionaria y el aspecto decreciendo de la misma durante la fase de declinacién y se
observa en la figura § el efecto del tiempo de incubacién. Ambas figuras representan las
medias de § experimentos.

La figura 6 representa el crecimiento y la adhesién a la fibronectina de S.aureus.

La zona A se carateriza por un aumento de adhesién y de turbidez.

La zona B representa ¢l inicio del descenso de adhesion que se acompafia de un crecimiento
activo.

La zona C es parecida a la zona B pero con porcentajes de adhesion mds bajos y D.O. mds
altas.

En la zona D se observa una adhesién y una turbidez pricticamente invariables que
corresponden a la fase estacionaria.

La zona E representa un descenso de la adhesidn. Los valores de la densidad éptica en esta
zona no son representativos del nimero de bacterias vivas.
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Efecto del tiempo de incubacion sobre
las interacciones Fn-S.aureus.
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Crecimiento y adhesién a la Fn de
S.aureus.
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5. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS,

_________ : 2 1

1 1 1

1 1 16

0.5 0.5 0.25

2 2 2

2 2 2

0.12 0.12 0.25

_____ 0.25 0.25 0.25
Clproﬂoxacmo - 0.12 0.12 0.25

Tabla 10: Concentraciones Minimas Inhibitorias de los distintos antimicrobianos frente a las

tres cepas de S.aureus.
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6. EFECTO DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCIONES
FIBRONECTINA-S.aureus.

Las tablas (11-30) y las figuras (7-26) representan la influencia de los distintos
antimicrobianos sobre :

1- La adhesién "in vitro" de la fibronectina plasmdtica a S. aureus.

2- La coagulacién del fibrindgeno en presencia de S.aureus.

3- La concentracion de fibronectina libre en el plasma.

Segun los efectos que producen sobre estas interacciones, los antimicrobianos se
dividen en tres categorias:

6.1. ANTIMICROBIANOS OUE DISMINUYEN LA ADHESION DE
LA FIBRONECTINA PLASMATICA A S.aureus.

Esta clase engloba los siguientes antimicrobianos:
Azitromicina, norfloxacino, ciprofloxacino, tetraciclina y clindamicina.

Con estos antimicrobianos se observd una inhibicidn de adhesion dependiente de la
concentracion del antimicrobiano. En todos los casos, las medias de las CMIs produjeron el
mayor porcentaje de inhibicién y en la mayoria de los casos 1/32 de la CMI era ineficaz.

Con todos los antimicrobianos, la diferencias observadas entre las tres cepas ensayadas
no son significativas (p>0.7), lo que permitié trazar una curva representativa que
corresponde a la media de la tres cepas representando los efectos del antimicrobiano sobre
los porcentajes de adhesién y los porcentajes de fibronectina plasmdtica libre.

A 1/2 CMI, se observé mds inhibicién con ciprofloxacino, tetraciclina y clindamicina
(las medias son respectivamente 100, 99.41 y 99.63%) y menos con azitromicina y
norfloxacino (95.46 y 85.76 respectivamente). En todos los casos, aunque con porcentajes
diferentes, la inhibicién de la adhesién debida a los cinco antimicrobianos se considera alta
y significativa (inhibicién superior al 85 %). Los valores son las medias de 5 a 10
determinaciones.

Ciprofloxacino y clindamicina tienen la exclusividad de producir altos porcentajes de
inhibicién a 1/4 e incluso a 1/8 CMI. La inhibicidn de adherencia se acompana de una
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liberacién proporcional de fibronectina plasmdtica que reestablece niveles normales de la
proteina en el plasma.

De otro lado, los cinco antimicrobianos producen una inhibicién de coagulacién del
fibrinégeno en presencia de S.aureus. A 1/2 CMI, estos antimicrobianos inhiben totalmente
o casi totalmente (inhibicién superior al 95%) la coagulacién del fibrinégeno, esta inhibicién
se acompaiia de un test negativo de Coagulasa y de Clumping Factor.
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= - —
BV S 39,89 (0,9 42,67 (2,1) 39,96 (1,1)
: 1/8 24,36 (0,8) 25,33 (0,6) 8,71 (0,3)
f?:éf.}lﬁf’élﬁﬁ 16,11 (0,5) 13,33 (0,2) 4,35 0,8)
R 0 (0,0) 0 (0,0) 2,17 (1,2)

Tabla 11: Efecto de la azitromicina sobre la adhesion de Ia fibronectina a S.aureus.

o ; 100 0,0) 98,00 (0,8

-. 1/4 3 21,21 (0,6) 25,32 (0,6) 20,34 (0,5)
s | 105102 13,22 0,9) 13,89 0,2)
e 5,0 (0,1) 2,01 (0,7) 0,1 (0,2)
o 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Tabla 12: Efecto de la azitromicina sobre la coagulacidn del fibrinégeno por S.aureus.
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Efecto de CSl de azitromicina sobre las
iNnteracciones S.aureus-Fn v Fg.
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94,55 (0,1) | 91;3' 0,3)

32,42 (0,2) 26,09 (0,5) 41,07 (0,1)

7,01 (0,4) 1,45 (0,3) 19,64 (0,8)
o Hles 4,95 (0,6) 1,45 (0,7) 5,36 (0,6)
im 00,0 00,0 0 (0,0)

Tabla 13: Efecto de la norfloxacino sobre la adhesién de la fibronectina a S. aureus.

95.86 (0.2) 96.71 (0.3) 97.76 (0.2)

18.22 (0.4) 15.11 (0.7) 19.49 (0.3)

10.01 (0.1) 5.90 (0.2) 7.28 (0.5)
0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Tabla 14: Efecto de la norfloxacino sobre 1a coagulacién del fibrinégeno por S.aureus.
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Efecto de CS| de norfloxacino sobre las
iNnteracciones S.aureus-FrNn v Fg.

Porcentaje de adhesidn
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T T
89.12 (0.4) 94.12 (0.3) 75.66 (0.9)
69.65 (0.1) 59.36 (0.5) 41.69 (0.5)
33.21 (0.6) 34.96 (0.7) 29.14 (0.1)
21.03 (0.8) 19.11 (0.6) 11.12 (0.9)

Tabla 15: Efecto de la ciprofloxacino sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

100 (0.0) 100 (0.0)
L4 74.36 (0.3) 85.12 (0.2) 78.6 (0.1)
s 52.54 (0.6) 46.23 (0.7) 47.49 (0.5)
e 12.20 (0.6) 10.33 (0.9) 08.96 (0.6)
- m 0 (0.0) 6.32 (0.2) 0.9 (0.4)

Tabla 16: Efecto de la ciprofloxacino sobre la coagulacién del fibrindgeno por S.aureus.
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Efecto de CSI1 de ciprofloxacino sobre
las imnteracciones S.aureus-FnNn v Fg.

Porcentaje de adhesidn
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Efecto de CSI1 de ciprofloxacino sobre
la concentraciédn de FnNn plasmatica.
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30.89 (0.2)
6.75 (0.3)
3.78 (0.2)
1.5 (0.2)

100 0.0

17.41 (0.1)
7.69 (0.5)
7.69 (1.1)
3.08 (0.1)

98.25 (0.2)

85.96 (0.1)
40.35 (0.6)
31.58 (0.3)
3.51 (0.8)

Tabla 17: Efecto de la tetraciclina sobre la adhesidn de la fibronectina a S. aureus.

| ‘10(). (0.0).

100 (0.0) 99.19 (0.2)

85.23 (0.3) 71.5 (0.2) 82.21 (0.6)

s 56.22 (0.5) 61.41 (0.1) 58.22 (0.3)

116 13.81 (0.6) 7.91 0.7) 10.33 (0.3)
132 0 (0..0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Tabla 18: Efecto de la tetraciclina sobre la coagulacion del fibrinégeno por S.aureus.
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Efecto de CSI de tetraciclina sobre las
iNnteracciones S.aureus-FNn v Fg.

Porcentaje de adhesidn
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%901
96.01 (0.6) 93.32 (0.2) 89.12 (0.2)
62.67 (0.7) 74.5 (0.5) 65.42(0.7)
16.10 (0.4) 25.10 (0.5) 17.17 0.3)
9.33 (1.1) 12.8 (0.9) 4.37 0.7)

Tabla 19: Efecte de la clindamicina sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

97.06 (0.6) 96.21 (0.4) 95.3 (0.1)
41.37 (0.8) 41.59 (1.2) 38.3 (0.3)
22.06 (0.3) 19.9 (0.2) 25.11 (0.1)
12.75 (0.4) 12.7 (0.5) 11.9 (0.7)

Tabla 20: Efecto de la clindamicina sobre la coagulacién del fibrinégeno por S.aureus.
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Efecto de CSl de clindamicina sobre las
iNnteracciones S.aureus-FNn yv Fg.
Porcentaje de adhesidn
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6.2. ANTIMICROBIANOS QUE AUMENTAN LA ADHESION DE
LA FIBRONECTINA A S.aureus.

Este grupo incluye tres antimicrobianos:
Ampicilina, sultamicilina y cefotaxima.

En los tres casos y con las tres cepas de S.aureus, se observé un aumento de la
adhesidn reflejado por valores negativos de la inhibicién.

Las 1/2 CMI eran las concentraciones subinhibitorias mas eficaces, las otras
concentraciones aumentaron la adhesién a menos grado. La cefotaxima era la mds eficaz
(-45.87% de inhibicién como media de las tres cepas comparada con -25.48 y -16.79 por
ampicilina y sultamicilina respectivamente).

El mayor aumento de adhesién se observd con 1/2 CMI de cefotaxima con la cepa
ATCC 25923 (-60.89%), el menor aumento se observd en el caso de sultamicilina y con el
aislado clinico (-11.25%).

El aumento de adhesion se acompafia de una disminucién proporcional de la
concentracion de la fibronectina plasmadtica.

De otro lado, los tres antimicrobianos aumentaron la capacidad de las bacterias de
coagular el fibrin6geno. Como se puede ver en las tablas, el mayor aumento de la capacidad
de coagulacién se asocia a la cefotaxima y la cepa ATCC 25923 (-21.25). Los tests de la
Coagulasa y del Clumping Factor son rdpidamente positivos.

Las diferencias entre las tres cepas no son significativas (p>0.7), los resultados son las
medias de 5 a 10 experimentos.
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-19.64 (0.2)
-9.49 (0.6)
5.32 (0.9)
-2.58 (0.8)

-21.79 (0.

)
-19.23 (0.5)

-8.97 (0.6)
-6.41 (1.0)
-5.13 (0.7)

3148 (0.3)
-3.70 (0.1)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

Tabla 21: Efecto de la ampicilina sobre 1a adhesién de la fibronectina a §.qureus.

 Hemoeu

A

o

islado clinico -

0.2 (1.5)
-1.2 (0.6)
-0.61 (0.7)
0 (0.0)

-2.61 (0.6)
0.8 (0.9)
0.8 (1.5)

0 (0.0)

-8.15 (0.6)
-1.42 (0.9)
-0.35 (0.8)
-0.59 (1.1)
-0.12 (0.6)

Tabla 22: Efecto de la ampicilina sobre la coagulacion del fibrindgeno por §.aureus.
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iNnteracciones S.aureus-FNn v Fg.
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"""""""""""""" 9213 Hemoaultivo
______________ S
-13.04 (0.9) “11.76 (0.4) -7.50 (0.8)
-7.25 (0.1) -3.53 (1.0) -6.25 (0.4)

2.9 (0.9) -1.18 (1.2) 5.01 (0.8)
0 (0.0) 0 (0.0) -1.25 (2.6)

Tabla 23: Efecto de la sultamicilina sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

-9.86 (1.2)
| T -4.29 (0.6) -2.31 (0.1) -3.73 (0.2)
':5{5,;5;1'/85' B 2.01 (1.1) -1.5 (0.6) 1.33 (0.9)
1/16  ;  -2.08 (0.5) 0 (0.0) 1.42 (0.3)
U 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Tabla 24: Efecto de la sultamicilina sobre la coagulacién del fibrinégeno por S.aureus.



Resultados

85

iNnteracciones S.aureus-FnNn yv Fg.
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e | 281709

1/3 -11.27 (0.9)

2.82 (0.5)
0 (0.0)

-41.23 (0.7)
-15.62 (0.7)
-4.35 (0.3)
-1.32 (0.9)

-31.65 (0.6)

-28.5 (0.1)
27.9 (0.4)
-6.11 (0.6)
0.7 (1.5)

Tabla 25: Efecto de la cefotaxima sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

VA | (183304
s -09.11 (0.2)
-6.16 (0.5)
-1.56 (0.5)

-21.25 (0.5)

-18.23 (0.9)
-10.11 (0.4)
-7.8 (0.1)
-7.8 (0.1)
0 (0.0)

-15.2 (0.7)
“11.12 (0.3)
-5.89 (0.8)
-3.36 (0.4)
0.9 (1.2)

Tabla 26: Efecto de la cefotaxima sobre la coagulacién del fibrinégeno por S.aureus.



Resultados 85

Efecto de CSI| de cefotaxima sobre las
iNnteracciones S_ aureus-Fn v Fg.

Porcentaje de adhesidn
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Efecto de CSI de cefotaxima sobre la
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6.3. ANTIMICROBIANOS OUE NO AFECTAN A LA ADHESION
DE FIBRONECTINA A S.aureus.

Se consideraron antimicrobianos que no afectan a la adhesion aquellos cuyo porcentaje
de inhibicién se encuentra entre -3 y 3%, lo que corresponde a una inhibicién o aumento de
adhesién despreciables. En este grupo se incluyen kanamicina y teicoplanina.

Los porcentajes de adhesién y de inhibicion de adhesidn se encuentran pricticamente
invariables. Esto se acompaiia de una concentracion plasmdtica estable de fibronectina, asf
las concetraciones subinhibitorias de estos antimicrobianos no parecen afectar las interacciones
de la fibronectina con S.aureus.

De otro lado, en cuanto al efecto sobre la coagulacién del fibrinégeno, distinguimos
dos resultados diferentes:

1- Kanamicina inhibe la coagulacién por las tres cepas de S.aureus, esta inhibicion se
observa hasta con concentraciones muy bajas del antimcrobiano (1/16 CMI). El resultado se
acompafia de un test negativo de la Coagulasa y del Clumping Factor.

2- En cambio, la 1/2 CMI de teicoplanina aumenta ligeramente la coagulacién
observada con la cepa ATCC 29213 y con el aislado clfnico, mientras que la cepa ATCC
25923 parece inafectada. Este resultado se acompafia de una positividad de los tests de
Coagulasa y Clumping Factor.

Las diferencias entre las tres cepas no son significativas (p>0.7).
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-2.67 (0.5) -2.53 (0.4) 0.2 (0.6)
-1.33 (0.3) -1.27 (0.8) 2.25 (1.3)
0.1 (0.2) -1.27 (0.8) 0.6 (0.2)
0.4 (0.3) 0 (0.0) 1.12 (0.6)
1.33 (0.9) 0 (0.0) 1.62 (0.8)

Tabla 27: Efecto de la kanamicina sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

/2 93.5 0.2) 100 (0.0) | ...9.2..74.(0.6).
' 79.29 (0.1) 81.8 (0.6) 88.39 (0.8)
69.81 (0.2) 45.5 (0.5) 60.08 (0.4)
25.36 (0.5) 23.8 (0.2) 25.33 (0.3)
______ 3.41 (0.9) 0 (0.0) 6.24 (0.7)

Tabla 28: Efecto de la kanamicina sobre la coagulacidn del fibrinégeno por S.aureus.



Resultados 88

Efecto de CSI1 de kamamicina sobre las
iNnteracciones S.aureus-Fn yv Fg.
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0.22 (0.5)
0.33 (0.1)
-1.33 (1.3)
0 (0.0)
1.33 (4.2)

1.7 0.6)
0.8 (0.9)
0 (0.0)
0 (0.0)
0.82 (1.6)

0.17 (0.1)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

‘1.8 (0.§) -

Tabla 29: Efecto de la teicoplanina sobre la adhesion de la fibronectina a S.aureus.

-0.09 (0.3)
-0.09 (0.3)
-0.03 (0.8)
-0.03 (0.7)

-0.09 (0.3)

-8.60 (0.6)

5.80 (0.4)

-3.80 (0.1)
0 0.0)
0 0.0)

-7.80 (0.7)

-2.56 (0.3)

-1.89 (0.8)
0 (0.0)
0 (0.0)

Tabla 30: Efecto de la teicoplanina sobre la coagulacién del fibrinégeno por S.aureus.
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Efecto de CSI de teicoplanina sobre las
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7. FIBRONECTINA-COAGULOS DE FIBRINA,

7.1 EFECTO DE LA FIBRONECTINA EN LA ADHESION DE
S.aureus A COAGULOS DE FIBRINA.

En la tabla 31 se muestra el mimero de bacterias de las tres cepas de S.aureus
adheridas a codgulos de fibrina formados a partir de plasma con y sin fibronectina y
utilizando un indculo bacteriano de 107 UFC, como se muestran los porcentajes de adhesién
en cada caso y los porcentajes de adhesion debida a la fibronectina. Las tres cepas de
S.aureus manifestaron porcentajes idénticos de adhesion a codgulos en presencia de
fibronectina (65.6, 66.4 y 66.1% respectivamente por las cepas ATCC 25923, 29213 y el
aislado clinico). Estos porcentajes bajan respectivamente a 50.4, 48.9 y 58.4% con codgulos
sin fibronectina. La figura 27 representa el efecto de la fibronectina sobre esta adherencia.

Alslado cli’mco

2,5 (1,2)

4,5 (0,9)

3,4 2,5

16m$

2,9 (2,6)

2,2 (1,9

1so$

2,204

1,8 (1,1)

48,9 (2,6)

52,4 (1,9)

m4m$hﬁem

66,4 (0,4)

66,1 (1,1)

wzma

17,5 (1,1)

13,7 (2,1)

Tabla 31: Efecto de la fibronectina en la adhesion de S.aureus a codgulos de fibrina.
Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.

7.2. EFECTO DE LA REPLECION Y SATURACION CON Fn.

Como se puede observar en la figura 28, al afiadir cantitades crecientes de fibronectina
purificada al codgulo del que se habia eliminado la fibronectina, la adhesidn de S.aureus
aumenta en funcién de la concentracidn de fibronectina afiadida. Con 230 mcg de
fibronectina, el porcentaje de adhesién vuelve a la normal (igual que aquello observado con
codgulo con concentracidn normal de fibronectina. La saturacién del codgulo normal con
concentraciones de fibronectina (figura 29) no tiene afecto sobre la adhesion de S.aureus y
la curva tiene un aspecto horizontal.
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Efecto de la Fn en la adhesidn de
S.aureus a coagulos de fibrina.

Porcentaje de adhesidén
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Efecto de la replecidnmn del coagulo con
FNn sobre la adherencia de S.aureus.
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Efecto de la saturacin del coagulo con
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BRE LA ADHESION

7.3. EFECTO DE ANTIMICROBI
DE S.aureus A COAGULOS DE FIBRINA.

Los efectos del tratamiento de S.aureus con 1/2 CMI de antimicrobianos se muestran
en la tabla 32. Azitromicina, ampicilina, sultamicilina y ligeramente la teicoplanina dieron
lugar a un aumento de adherencia a codgulos con fibronectina, la mayor adhesidn se observé
con ampicilina (97.7% en comparacién con una adhesién-control de 59.76%). Cuando se
elimind la fibronectina del codgulo, estos porcentajes de adhesién disminuyeron
significativamente en comparacién con aquellos en presencia de fibronectina aunque se sigue
observando un aumento ligero de adhesidn sobre el control excepto en el caso de teicoplanina.
Con tetraciclina y norfloxacino, se¢ observa un descenso de adhesién a ambos tipos de
codgulos (con y sin fibronectina). Este descenso presenta un mdximo con la tetraciclina
(14.1% en comparacién con un control de 59.76). Kanamicina no afecté la adhesién a los
codgulos, y se observan porcentajes de adhesion idénticos a los controles. En cuanto a la
adhesién debida a Ia fibronectina, azitromicina, ampicilina, sultamicilina y teicoplanina la
aumentaron, tetraciclina y norfloxacino la disminuyeron y kanamicina no la afect$

significativamente.

UFCx:xos adh'ehdas'

l-' htim1t:rob1ano Indculo UFCxIO’ conFn “sin’ Fn_'."
12,6 (1 1) 09,9 (0,9){ 6,0 (0,2) |78,6 (0,5) 47, 6 (0 1)| 31 6.1
14,0 2,6)  [05,5 (0,9)(4,3 (3,1339,3 (0,4) 30,7 (2,3)| 8,6 (3,5)
;'Am'pIcm'na 1 15144 14,5 2,1]8,5 (0,5 96,7 (1,2)[58,6 (0,6)| 38,1 (0,4)
fTetracmhna: 08,5 (0,6) [01,2 (1,4)|2,1 2,1)|14,1 (0,9) 24,7 (1,8){ -10,6 (2,2)
S'QinamICIllna 13,7 (0,5  [12,6 (0,6)| 8,8 (1,4)[91,9 (0,5) |64,2 (1,0)] 27,7 (1,9)
__Kz_mamicma 10,8 (1,9  [05,4 (0,8)4,1 (0,8) 50,0 (0,5) 37,9 (0,7)] 12,1 (5,4)
Telcoplamna 17,5 2,8) 09,7 (1,6)|4,6 (0,7 55,1 (0,8) 26,3 (0,6)| 28,8 (2,7)
Hsm' ahtlmlcrob 09,9 3,0) [04,9 (0,3)|3,6 (0,1) 49,5 (0,1) [36,4 (0,5)| 13,1 (4,2)

Tabla 32: Efecto de antimicrobianos sobre la adhesién de S.aureus atcc 25923 a codgulos con

y sin fibronectina. Los resultados son las medias (SD) de cinco experimentos.
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8. EFECTOS DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCINES
S.aureus-FIBRINOGENOQO.

Tratami

 Clindamicina | - : : i : :

55:1:_5?:§Teicop1anina R ++ + 44+ + +

. Ciprofloxacino | - - - - - -

Reaccidn positiva en menos de 20 segundos (CF) y 2 horas (C)...... (+)
Reaccién positiva en menos de 10 segundos (CF) y 1 hora (C)....... (++)
Reaccién negativa hasta 30 segundos (CF) y hasta 8 horas (C)....... )
Comienzo de coagulacién a partir de las 8 horas (C)................... (+-)
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V. DISCUSION
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1. EVALUACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

1.1 NEFELOMETRIA

El método de la determinacién de fibronectina por nefelometria se basa en el principio
de que la fibronectina contenida en el plasma, en una reaccién inmunoquimica con
anticuerpos especificos, forman inmunocomplejos. Las concentraciones existentes pueden
determinarse cuantitativamente mediante medicién de la dispersion luminosa y del
enturbimiento. La valoracidn se efectiia mediante una curva de referencia obtenida con ayuda
de diluciones estindar.

Los antisueros utilizados son de origen animal elaborados mediante inmunizacion de
conejos con las correspondientes proteinas plasmaticas. Los anticuerpos inespecificos se
eliminaron mediante inmunoadsorcién con fracciones protéicas de suero o de plasma humano.
La especificidad de estos antisueros permite su uso en la mayorfa de los métodos
inmunoquimicos de precipitacién.

Como muestran los resultados del estudio de imprecisidn y sensibilidad, el
nefelémetro permite una determinacién precisa de las concentraciones de fibronectina. Las
medias, las desviaciones estdndares y ¢l intervalo de variacién determinados cada vez son
aceptables y los limites de la deteccidn (los valores minimos de fibronectina que se pueden
medir) no se alcanzan debido a que se utiliz6 plasma con valores normales de fibronectina.

Es una técnica sencilla y rdpida que permite una determinacién precisa de la
fibronectina soluble.

1.2 O DE PLASMA MO FUENTE DE FIBRONECTINA
SOLUBLE.

La incubacién "in vitro” de S.aureus con plasma humano de voluntarios sanos y a
continuacidn la medicidn de los niveles de fibronectina reproduce con cierta precisién lo que
ocurre realmente en la sangre cuando se encuentra el microorganismo en la circulacién
sanguinea. Otros trabajos se hicieron con solucién de fibronectina purificada (127-129,37-
44); el uso de fibronectina purificada es importante para el estudio de las interacciones
fibronectina-bacterias pero el uso de plasma se puede considerar como un modelo que refleja
las interacciones que ocurren en la sangre aproximdndose mds a las condiciones "in vivo".
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Asf, este método ademds de ser econdmico, permite el estudio de los efectos que
producen los antimicrobianos sobre las interacciones S. aureus-fibronectina plasmdtica una vez
se encuentra el microorganismo en la sangre ademds que incluye el descenso en la
concentracién de fibronectina debido a la codgulacion plasmadtica.

En cuanto a los inconvenientes, la medicién de la disminucién de las concentraciones
plasmdticas de fibronectina tras incubacién del plasma con S.agureus es poco sensible
utilizando in6culos bajos de bacterias. Se pudo determinar el descenso de fibronectina
utilizando indculos hasta 5x10° UFC, con inéculos mds bajos, la técnica no detecta el
descenso probablemente muy pequeiio.

1.3. CRECIMIENTO DE S8.gureus CON CONCENTRACIONES
SUBINHIBITORIAS DE ANTIMICROBIANOS

Las Concentraciones Mfnimas Inhibitorias se determinaron después de una incubacién
"overnight” (18-24 horas), el crecimiento de Ilas bacterias con  concentraciones
subinhibitorias para los ensayos se realiz6 cambiando algunas condiciones (se crecieron en
agitaciones a 150 rpm) lo que implica un crecimiento mds rdpido de las bacterias, esta
diferencia no ha dado lugar a cambios en las CMIs. La turbidez medida por
espectrofotometria guarda relacion directa con el crecimiento bacteriano y el nimero de
bacterias (127), como se demuestra en 1a figura 34, el crecimiento de S.aureus con 1/2 CMI
de distintos antimicrobianos produjo un retraso en ¢l crecimiento bacteriano.

De ofra parte, como algunos antimicrobianos producen a concentraciones
subinhibitorias cambios en la morfologia bacteriana (elongaciones, membranas comunes etc.)
(96,101-112), fenémeno que puede dar lugar a errores del recuento bacteriano {m4s de una
bacteria dan lugar a una colonia tnica), Cuando se estudi6 el efecto de antimicrobianos sobre
la adherencia de §. aureus a codgulos de fibrina, se realizé cada vez un recuento comparativo
entre bacterias tratadas con antimicrobiano y bacterias normales no tratados partiendo de la
misma turbidez (D.0.=0.3) comprobando que el mimero de bacterias utilizado como inéculo
es idéntico en los dos casos.
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1.4. DEPOSIT R CENTRIFUGACION DE LAS BACTERI
CON LA FIBRONECTINA ADHERIDA,

El depdsito se hizo mediante centrifugacion a 3500/rpm durante 30 minutos. Se eligié
este tiempo y esta velocidad porque en estas condiciones el nimero de bacterias encontrado
en el sobrenadante se encuentra despreciable en comparacién con el indculo bacteriano
utilizado. El lavado de este sedimiento (S.aureus+Fn adherida) seguido con la determinacién
de la concentracién de fibronectina en este lavado muestra que la cantidad de fibronectina
liberada no es significativa (< 21 mg/l) razén por la que se descartd la importancia de lavar
el "pellet”.

1.5. ELIMINACION DE LA FIBRONECTINA DEL PLASMA

Para quitar la fibronectina del plasma los investigadores se basaron sobre la afinidad
que tiene esta proteina a la gelatina y utilizaron la cromatografia (gelatin-sepharose-4B-
column) (79-81). En este trabajo se utilizan antisueros "anti-fibronectina" siendo anticuerpos
especificos. El tratamiento del plasma con el antisuero consigue eliminar la totalidad la
fibronectina del plasma (concentracidn de fibronectina <21 mg/1). La ventaja de este método
sobre otros puede ser la alta especificidad de las interacciones antigeno-anticuerpo.

1.6. USO DE COAGULOS DE FIBRINA

Para el estudio de la adherencia de S.aureus a la fibrina, algunos autores utilizaron
codgulos de fibrina (80,82), otros utilizaron matriz de fibrina en placa de petri (79). En este
trabajo, y para evitar las deformaciones que pueden sufrir los codgulos al formarse en
recipientes distintos o al transportarse, se han utilizado tubos idénticos y los ensayos de
adhesién se realizaron directamente en €stos sin transportar los codgulos visto que se pueden
romper ficilmente durante el manejo experimental.
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2. ANALISIS DE 1L.OS RESULTADQOS

2.1. DETERMINACION DE LA FIBRONECTINA DE PLASMA Y SUERQ
CORRESPONDIENTES

Segun algunos autores que han estudiado las inteacciones de la fibronectina con el
fibrindgeno (89,136), la concentracién de la fibronectina en el suero es de 20 a 50% mas
baja que en el plasma. Con una temperatura entre 22 y 37°C, la incorporacién de la
fibronectina en el codgulo se debe a un enlace covalente catalizado por el factor XIIIa entre
la fibronectina y la cadena alfa de la molécula de fibrina; a 4°C, la incorporacién de
fibronectina es mayor (89).

En este trabajo, para determinar el porcentaje de incorporacién de fibronectina en la
matriz de fibrina a la hora de la coagulacion, se determinaron los niveles de esta proteina en
plasma y suero correspondientes, la coagulacidn se realizé a una temperatura entre 26 y
30°C. La media aritmética de este porcentaje de incorporacion fue de 19,24 con una
desviacion estdndar de 5,41.

2.2. EFECTO DE INCUBACION DE S.aureu N PLASMA ROY
FIBRONECTINA PURIFICADA

Cuando se incubd S. aureus con plasma, la concentracion de fibronectina se encontraba
mds baja. La presencia de esta bacteria en contacto con el plasma origina el descenso de la
concentracién de fibronectina probablemente por dos causas:

1- Las interacciones de la fibronectina con las bacterias. Se sabe que S.aureus tiene
en su superficie receptores especificos de l1a fibronectina (37-40, 42-45), cuando esta adhesién
ocurre, es del tipo irreversible y saturable (37,44).

2- La coagulacion del fibrinégeno que incorpora en el codgulo una parte de la
fibronectina (89, 75-77).

De otro lado, la incubacién de S. aureus (5x10® UFC) con plasma produce un descenso
de 42,9% del nivel plasmdtico de fibronectina y un descenso de 28,8% del nivel plasmdtico
de fibrinégeno como medias de las tres cepas, mientras que, y seglin nuestras
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determinaciones, la concentracién de la fibronectina en el suero (que corresponde a la
coagulacion del 100% del fibrinégeno) es de 19,24 % mds baja que en el plasma (tabla 3).

Este resultado muestra que la coagulacién de una parte del fibrinégeno debida a la
presencia de S.aureus es responsable de una parte del descenso del nivel plasmdtico de
fibronectina y este descenso es menor que aquel debido a las interacciones de la fibronectina
con las bacterias por la razén que la coagulacién de todo el fibrinégeno conlleva una
disminucién de sélo 19,24% del nivel de la fibronectina.

Entonces, el descenso de la concentracion de fibronectina se debe principalmente a
las interacciones de la protefna con las bacterias en presencia del F XIIIa. Este factor juega
un papel muy importante en dichas interacciones (89, 75-77). Los autores lo describieron
como factor imprescindible para las interacciones §.aureus-fibronectina (79,82,89).

Nuestros resultados en cuanto al efecto de la incubacién de S.aureus (10* UFC) con
suero o con fibronectina purificada muestran que en estas condiciones la bajada de
fibronectina es menor (14.7 y 15.3% respectivamente por suero y fibronectina purificada),
esta diferencia se debe probablemente a dos factores:

1- Ausencia de la coagulacién del fibrinégeno.
2- Ausencia del F XlIIla y otros factores plasmaticos que se pierden después de la
coagulacidn y que son pricticamente ausentes en el suero.

En algunos trabajos se ha estudiado la adhesién de la fibronectina purificada a
S.aureus y se han encontrado resultados similares a los nuestros (82). Aunque con plasma
no se han hecho muchos trabajos, los primeros trabajos de Kuusela se hicieron con plasma
y fueron los primeros en demostrar las interacciones fibronectina-S.aureus (137).

De otro lado, y en cuanto a los porcentajes de adhesion a la fibronectina plasmdtica,
las tres cepas ensayadas de S.aureus muestran resultados semejantes, la diferencias
observadas no son significativas (p=0.92) por lo tanto se han considerado los resultados
como similares.

Como se puede observar en las tablas y con las tres cepas, la adhesién a la
fibronectina llega a un mdximo con un indculo bacteriano de 107 UFC a partir del cual se
mantiene pricticamente estable. Mientras que el porcentaje de coagulacién del fibrinégeno
sigue una curva parabélica, llegando a un mdximo con 10 UFC, indculos més grandes o
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mds pequeiios dan lugar a concentraciones mas bajos probablemente porque la presencia de
un gran nimero de bacterias en ¢l medio puede bloquear las interacciones molécula-bacterias.

Otras dos conclusiones se pueden sacar de estos datos:

1- La coagulacién del fibrindgeno y la adhesién de la fibronectina, ambas debidas a
la presencia de S.aureus, se observan unidas y directamente relacionadas pero siguen curvas
distintas probablemente porque dependen de factores distintos.

2- El inéculo de 107 UFC produce una mayor bajada simultdnea de fibronectina y de
fibrindgeno.

Durante una sepsis, las bacterias se encuentran en la circulacién y en contacto directo
con la fibronectina plasmdtica libre; en este caso, las interacciones fibronectina-S.aureus
producen una disminucién de los niveles plasmdticos de fibronectina (138-141). Sin embargo,
estas interaccionas no son la nica causa de la disminucién de la concentracién plasmatica
de fibronectina (143); de una parte la fibronectina ayuda a la fagocitosis de S.aureus
desempeifiando €l papel de una opsonina no especifica y esta directamente relacionada con la
actividad del sistema reticulo-endotelial (140,143) responsable de eliminar los residuos y
restos orgdnicos, de otra parte el inéculo bacteriano encontrado "in vivo" no llega a coincidir
con las condiciones "in vitro" donde se utilizan inéculos muy altos.

Klingeman (143) resume las causas del descenso de la fibronectina en el shock séptico
de la manera siguiente:

1- Las alteraciones hepdticas reducen la sintesis de la protefna.

2- En el caso de Coagulacién Intravascular Diseminada, la fibronectina estd
consumida por fijacién a monémeros de fibrina.

3- La fibronectina es utilizada como opsonina, dado que numerosos productos
metabdlicos pasan a la circulacién, siendo la mayoria de ellos fijados por la fibronectina.

4- Se produce una reduccién de fibronectina a través de procesos proteoliticos
mediados por proteasas, que son liberadas en mayor cantidad por leucocitos y bacterias.

Se ha asociado con un empeoramiento del cuadro clinico la disminucién de la
concentracion de fibronectina; dicha disminucidn parece ser un factor esencial sobre todo en
el mantenimiento del estado de shock (138,139,143).
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2.3. ESTUDIO DE LOS PARAMETROS

2.3.1, INOCULO BACTERIANO

El indculo bacteriano es un factor importante en el estudio de la fisiopatologia de las
infecciones. Desde que se empezd a estudiar la endocarditis infecciosa experimental, se
considerd el indculo como factor determinante de la colonizacién de védlvulas por los distintos
microorganismos (76-81, 144). Asi, la incidencia de la infeccion se puede ajustar ficilmente
cambiando el indculo (78-83, 144). De esta manera se define la ID*® como "dosis infecciosa”
necesaria para infectar el 90% de los animales (144, 54). Durack y cols. utilizan un inéculo
de 10° UFC (via intravenosa) y causan la infeccién en 100% de los animales (ID*® =10°%-107
UFC).

Kuypers y Proctor (145) aislaron una cepa mutante de S.aureus con baja capacidad
de fijar la fibronectina. Para el estudio de la virulencia de esta cepa en comparacién con la
cepa original, se considera el indculo utilizado como caracteristica principal y esencial; un
inéculo de 10°-10° UFC de la cepa original era capaz de infectar los animales mientras que
se necesita un indculo mucho mayor de la cepa mutante para causar la misma proporcién de
infeccidn.

En este trabajo, se consideraron ineficaces los indculos inferiores o iguales a 5x10°
UFC, en los que no se observa bajada de la concentracién de fibronectina en el plasma. Con
inéculos mds grandes, el porcentaje de adhesién aumenta y llega a un mdximo. Un inéculo
entre 107y 5x107 UFC se considerd como inéculo Gptimo en el que se observa un porcentaje
alto de adhesién con un ndmero razonable de bacterias, por lo que a lo largo del trabajo, se
realizaron los experimentos con este inéculo. De otro lado, los efectos de antimicrobianos
se observan mejor con este indculo, mientras que con inéculos mds grandes, el porcentaje
de adhesién parecia inalterado, probablemente porque un nimero alto de bacterias en el
medio bloquee las interacciones y esconde un gran nimere de receptores de fibronectina en
S.aureus.

Utilizando indculos bajos (< 5x10° UFC) no se pudo demostrar la disminucién de
fibronectina, esto lleva a definir la técnica como poco sensible a estos indculos.

En cuanto a las diferencias entre 1as tres cepas, €l aislado clinico, el ATCC 25923 y
el ATCC 29213 manifestaron porcentajes de adhesidn comparables y altos, la cepa ATCC
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29213 muestra porcentajes ligeramente m4s bajos, pero las diferencias no son signifiativas.
En los trabajos de Proctor, se ha relacionado la capacidad de fijacién de fibronectina con la
infectividad de los aislados clfnicos ensayados (37,41,43,44, 146-149).

En todos los trabajos "in vivo" como "in vitro”, la magnitud de los inéculos
bacterianos utilizados se puede considerar como diferente a la realidad cuando se compara
con las bacteriemias observadas en la clinica (150-152). De todas maneras hay que tener en
cuenta que el nimero de bacterias inyectado "in vivo" o incubado con plasma (en este
estudio), no presenta el nimero de bacterias que termina circulando en la sangre y que el
nimero de bacterias encontrado en el sitio infectado es mucho menor que el inyectado y esto
es debido a un fenémeno pasivo de hemodilucién y otro fenémeno active por parte del
Sistema Reticulo Endotelial (SRE).

2.3.2. TEMPERATURA

La temperatura es una de las constantes mds importantes del organismo humano, su
valor normal tiene una media constante de 37°C.

Una de las caracteristicas de la inflamacién es la elevacién de temperatura en el foco
inflamatorio y entre las manifestaciones de la sepsis es la fiebre que acompaiia la mayoria
de los casos (a veces y con menor frecuencia (94, 150,151), una hipotermia puede acompaiiar
esta enfermedad).

La importancia de este factor como indicador del estado general del paciente en
invasiones bacterianas nos llevé a estudiar los efectos que producen los cambios de
temperatura en las interacciones fibronectina-S.aureus con distintos indculos.

Con 107 UFC y con 10®* UFC, la evolucién del porcentaje de adhesién segin la
temperatura tiene un aspecto similar. En cuanto a las tres cepas ensayadas, las diferencias
no son significativas (p>0.91) aunque en general el aislade clinico parece manifestar
ligeramente mds adhesidn,

A 37°C se observa un maximo de adhesion con los dos inéculos. Con 26 y 42°C, las
interacciones de la fibronectina con las bacterias se encuentran afectadas y los porcentajes

de adhesién son mds bajos. A 4°C la adhesién no es significativa.

Al extrapolar estos datos, cabe esperar mejor interacciones entre la fibronectina y
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S.aureus a temperaturas normales del organismo, lo que puede explicar la colonizacién
frecuente de tejidos sanos. En este sentido la temperatura es un factor importante que afecta
el comportamiento de la fibronectina como factor de patogenicidad.

De otro lado, se sabe que la fibronectina soluble juega un papel importante en la
fagocitosis de S.aureus. muchos trabajos estudian el papel de esta glicoproteina como
opsonina no especifica (142,153-162). En este caso, un aumento de Ja temperatura puede
conllevar un descenso de las interacciones fibronectina-bacterias y a continuacion una
disminucién de adhesién a la fibronectina plasmdtica y por tanto una reduccion de la
fagocitosis.

2.3.3. FASE DE CRECIMIENTO

Los resultados muestran que las bacterias en fase logaritmica de crecimiento fijan mds
fibronectina que aquellas en fase estacionaria o de declinacién, Después de cuatro horas de
incubacién, las bacterias estdn en plena actividad reproductiva y presentan el méximo de
adhesion, valor a partir del cual dicha adhesién va bajando para llegar a un estado estable
y préacticamente invariable entre las horas 9 y 24, lo que corresponde a la fase estacionaria.
A continuacién la adhesion desciende y llega a un minimo a las 125 horas. Este minimo es
solamente de 3.03% mds bajo que aquel observado a las 24 horas.

Los trabajos de Doran y Rissing demuestran que bacterias en fase logaritmica de
crecimiento fijan mds fibronectina purificada por la razén que expresan mds receptores (42-
44) lo que habla a favor de un mecanismo activo.

2.3.4. TIEMPO DE INCUBACION

Un aspecto muy importante de la virulencia de una cepa bacteriana es su capacidad
de escaparse o defenderse frente a las defensas del huésped. Para que las bacterias sean
capaces de infectar un tejido, el primer paso que se tiene que asegurar es la adherencia a este
tejido. En la fisiopatologfa de la endocarditis infecciosa, las bacterias circulando no llegan
a infectar las valvulas cardiacas si no logran sobrevivir en la corriente sanguinea el tiempo
necesario para adherirse a las células del endocardio.

Durante su estancia en la sangre, S.aureus estd en contacto directo con la fibronectina
plasmdtica y celular, la influencia del tiempo de incubacién de las bacterias con la
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fibronectina fijada en biomateriales ha sido estudiada por muchos autores. El depdsito de
fibronectina en las superficies de catéteres ocurre poco tiempo después de la insercién del
biomaterial y las bacterias se adhieren a la fibronectina depositada de un manera tiempo-
dependiente (186-188).

En el presente trabajo los resultados muestran que el indculo utilizado es un factor
importante junto al tiempo de incubacién.

Las interacciones empiezan rdpidamente y cinco minutos después de la incubacién,
con inéculo de 10° UFC, se observa la adhesién antes que con 10’ UFC. En general las
diferencias entre las tres cepas no eran significativas (ver resultados).

Aunque con valores distintos, las gréficas obtenidas con los dos inéculos tienen el
mismo aspecto: es una adhesién rdpida y lineal que empieza 5 minutos después de la
incubacién, al llegar a 60 minutos, la adhesién se mantiene pricticamente igual ( con 120 y
180 min, la adhesién es sdlo ligeramente superior).

La curva de la adhesién segiin el tiempo de incubacién guarda relacién con el inéculo
utilizado, por tanto, serfa importante en un futuro desarrollar una técnica que permita el uso
de indculos mds pequefios que pueden reproducir mejor las condiciones "in vivo".

2.4. EFECTOS DE ANTIMICROBIANOS SOBRE 1.AS INTERACCIO
FIBRONECTINA LIBRE-S.aureus

La adherencia de microorganismos a células y tejidos humanos ha ganado mucha
importancia siendo una etapa importante e inicial en la patogenia de la infeccidn bacteriana.
Dicha adherencia origina una colonizacién que puede conllevar una invasién y a
contimuacién una inflamacién. La adherencia de los microorganismos es esencial por lo
menos por tres razones (163,170):

1- Resistir a la accion de las secreciones como las ldgrimas, la saliva, la orina, etc.
2- Facilitar la unién bacteriana a los tejidos diana que se encuentren lejos de la puerta
de entrada.

3- Liberar sus toxinas en mayor concentracidn.

La selectividad de la unién de las bacterias a las superficies de células epiteliales
sugiere la existencia de moléculas en la superficie bacteriana (adhesinas) que interactian con
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moléculas complementarias (receptores) en la superficie de células epiteliales del huésped
(164-170). La capacidad de los microorganismos de adherirse a cé€lulas epiteliales depende
no solamente de su capacidad de sintetizar las adhesinas pero también de su capacidad de
expresarlas en una configuracién accessible en la superficie bacteriana. La fibronectina
presente en la superficie de células epiteliales o en la ME estd directamente involucrada en
la adherencia bacteriana sirviendo como receptor por los microorganismos y por tanto
contribuyendo a la patogenicidad.

En el desarrollo de una endocarditis infecciosa, la fibronectina interviene en la
formacion del NBTV debido de un lado a su presencia en en el epitelio herido y a su
adhesién al codgulo de fibrina, al coldgeno y a las plaquetas, y de otro lado a su capacidad
de adherirse a muchas células y microorganismos a la vez (75,79-82).

Las bacterias adheridas se han identificado en huesos comprometidos (173,176,181),
en protesis (177-179), biomateriales infectados {180-184) y en tejidos adyacentes (171-173).
Estas infecciones suelen resistir al tratamiento antimicrobiano y persiste hasta que el
biomaterial o el tejido infectado se retire (73,175,176,185). Gristina et al. presenta datos que
muestran que que las bacterias buscan fragmentos de tejidos muertos y huesos que
constituyen sustratos susceptibles por la colonizacién (175,176). Estos fragmentos, al no ser
protejidos por membranas normales, sino que llevan glicoproteinas en su superficie, ya no
son viables y no se pueden defender.

Del mismo modoe, las infecciones relacionadas con catéteres intravenosos, intra-
arteriales e intraperitoneales son infecciones hospitalarias importantes. Muchos estudios
presentan datos estadisticos sobre estas infecciones (193-199). La mortalidad atribuible a
septicemias asociadas a la infeccidn de catéteres intravasculares es aproximadamente del 14
al 28% (193). La sepsis debida al uso de catéteres ha sido una causa importante de
morbilidad por pacientes cateterizados. Dichas infecciones se deben frecuentemente a
estafilococos (198-203) y presentan un riesgo significativo en los pacientes bajo terapia
intravenosa.

Las concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos inducen varios cambios en las
capacidades bacterianas "in vivo" como "in vitro", incluyendo cambios morfolégicos y
ultraestructurales e inhibicién o estimulacién de la produccién de enzimas y toxinas (96-
98,126). El estudio de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre las
interacciones de las bacterias con sus receptores en células del huésped es importante por
muchas razones:
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1- Durante la antibioterapia, concentraciones subinhibitorias de algunos
antimicrobianos alcanzan las superficies de células epiteliales y llegan a interferir con la
capacidad del microorganismo de colonizar las células del tejido.

2- El uso de antimicrobianos que alteran la produccién y/o la exposicién de sustancias
bacterianas importantes en la adherencia ayudan al estudio de estos factores y de su papel en
la virulencia.

3- Durante una quimioterapia profildctica, la eleccién del antimicrobiano es importante
debido a las interacciones que pueden tener lugar entre bacterias y receptores en presencia
del antimicrobiano.

Los resultados de Doran y Rissing (127) y Proctor (128) muestran que
concentraciones subinhibitorias de clindamicina y otros antimicrobianos que interfieren con
la sintesis protéica inhiben las interacciones de la fibronectina con S.aureus. En este trabajo,
azitromicina, norfloxacino, ciprofloxacino, clindamicina y tetraciclina inhiben la fijacién de
fibronectina por S.aureus. Esta inhibicién podria explicarse por los mecanismos de accién
de estos antimicrobianos; azitromicina es un macrélido (azdlida) que inhibe la sintesis de
polipéptidos bacterianos por unién a la subunidad 50S del ribosoma impidiendo la
translocacidn de los péptidos. Norfloxacino y ciprofloxacino interfieren con la topoisomerasa
II impidiendo la reparacion del corte de la banda del DNA y a continuacion el
superenrollamiento. Tetraciclina inhibe la sintesis protéica impidiendo la acilacién de amino-
dcidos a medida que entran en el ribosoma bacteriano, y clindamicina interfiere con la
elongacién de la cadena peptidica en el ribosoma. A concentraciones subinhibitorias sus
efectos se manifiestan en la desaparicién de muchas protefnas de la superficie bacteriana
debido a falta de produccién o de exposicion.

En cambio, la kanamicina aumenté muy ligeramente o no afecté la adhesion de
S.aureus a la fibronectina soluble, mientras que se esperaba una inhibicién de esta adhesidn
debido a que es un aminoglicdsido que induce efectos pleiotrépicos en la célula bacteriana,
inhibicidn de la iniciacién de replicacién del DNA vy inhibicién de la funcién ribosémica por
unién a uno/o mds lugares del ribosoma bacteriano lo que produce una inhibicién de la
sintesis protéica o una produccion de proteinas extraiias al producir errores a la hora de la
lectura del ARNm.

Estos datos sugieren que la kanamicina que tiene mecanismos de accién ademds de
la inhibicidn de l1a sintesis protéica y cuya entrada intracelular es condicionada por diferencia
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de carga eléctrica no afecta dichas interacciones y esto independientemente de la inhibicién
de la funcidn ribosémica. Un trabajo demuestra que los aminoglicésidos a concentraciones
subinhibitorias aumentan la adhesién de S.aureus a células HeLa (129), también muestra que
la astromicina aumenta la adhesién estafilocdcica a la fibronectina insoluble y a la laminina
aunque menos que la benzilpenicilina. De otro lado, las fuerzas fisicoquimicas como la
interaccidn hidrofébica y la interaccidn electroestdtica pueden tener algiin papel en los efectos
que produce la kanamicina.

Ampicilina, sultamicilina y cefotaxima, antimicrobianos con mecanismos de accién
similares que bloquean la sintesis del peptidoglicano ejerciendo su accién en las PBPs,
aumentaron significativamente la adhesién de fibronectina a S.aureus. Esto puede ser debido
al mecanismo de accidn que a concentraciones subinhibitorias segiin algunos autores, produce
huecos en la pared bacteriana interfiriendo con la transpeptidacién de forma a esconder
algunos componentes de la pared y exponer otros como puede ser €l caso de la fibronectina,
o bien pueden facilitar Ia liberacidn de estos receptores, estos resultados concuerdan con, los
de Proctor (128).

La teicoplanina no afectd las interacciones fibronectina-S. aureus como se esperaba de
un antimicrobiano que actia sobre la sintesis del peptidoglicano, esto puede ser debido a que
la teicoplanina tiene mecanismo de accién distinto al de los betalactdmicos: impide la
polimerizacién del complejo lipido-fosfosacdrido-pentapéptido en la segunda fase de
formacién de la sintesis de la pared y también altera la permeabilidad de la membrana e
impide selectivamente la sintesis del dcido ribonucléico como puede ser debido a otros
factores que determinan el efecto del antimicrobiano sobre la produccién de proteinas de la
pared.

2.5. EFECTOS DE CSI DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LA
PRODUCCION DE COAGULASA Y "CF" POR S.aureus

La contribucién de la coagulasa a la virulencia de S.aureus es un tema controvertido
visto que algunos estudios (205-207) demuestran la intervecién de la coagulasa en la
produccién de endocarditis infecciosa, mientras que segin otros autores (134,135), la
mutacién de la coagulasa no afecta la virulencia de la cepa.

En los trabajos de Roland y Heelen (210) como en aquellos de Peros et al. (209), se
estudié la capacidad de los antimicrobianos de inhibir a concentraciones subinhibitorias la
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adherecia bacteriana a células y al mismo tiempo la produccién de factores de virulencia
como la hemaglutinacién. Se ha observado que algunos antimicrobianos son capaces de
inhibir ambos fendmenos y otros no. La tetraciclina inhibid la hemaglutinacién pero no tenfa
ningun efecto sobre la adherencia de microorganismos a hidroxiapatita pretratada con saliva.
También la produccidn de enterotoxinas resistentes y sensibles a la temperatura en E, coli ha
sido estudiado por Gaastra et al (211). De todas maneras, los datos son a veces conflictivos
y dependen de muchos factores entre ellos si la proteina es codificada por un pldsmido o por
el cromosoma, pero en cualquier caso, €l efecto de concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos sobre la produccién simultdnea de toxinas y de adhesinas no ha sido bastante
estudiado, sélo algunos trabajos tratan el tema (209-211).

En el presente trabajo, los antimicrobianos, en cuanto a su accién sobre la produccién
del Clumping Factor y de la coagulasa, se clasifican en dos tipos:

1- Azitromicina, norfloxacino, ciprofloxacino, tetraciclina, kanamicina y clindamicina
que inhiben la capacidad de S.aureus de coagular el plasma dando resultados negativos de
los tests de la coagulasa y del "Clumping Factor".

2- Ampicilina, sultalicilina, teicoplanina y cefotaxima que todos aumentan dicha
capacidad.

Cuando se comparan los dos factores: la produccién de coagulasas y la adhesién a la
fibronectina se observa que la inhibicién de uno va acompaifiada de la inhibicién del otro,
excepto en los dos casos de kanamicina donde se ve una inhibicién de coagulacién mientras
que el porcentaje de adhesion a la fibronectina no se encuentra afectado, y el caso de la
teicoplanina donde el aumento de la coagulacién del plasma no se acompaiia de un aumento
de fijacién de fibronectina cuyo porcentaje de adhesion parece ser invariable. El tratamiento
con concentraciones subinhibitorias de azitromicina, norfloxacino, ciprofloxacino, tetraciclina
y clindamicina, disminuye la adhesién a la fibronectina y la coagulacién del fibrinégeno
mientras que el tratamiento con ampicilina, sultamicilina y cefotaxima aumentan ambos.
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2.6. EFE
FIBRONECTINA EN EL PLASMA,

Se piensa que la fibronectina soluble interacciona con el sistema mononucleares-
fagocitos (142,153-159), media en la adsorcién de sustancias como coldgeno desnaturalizado
(153-157), y se fija al componente Clq del Complemento (158-162). También se ha
estudiado la funcién de la fibronectina libre en el proceso de fagocitosis de S.aureus y se
considera involucrada en todo el proceso desde la quimotaxis hasta la digestion de las
bacterias (142).

Se observa una disminucién de niveles plasmdticos de fibronectina en los estados
fisiopatoldgicos caracterizados por aumento de la actividad opsénica (46). Dichos niveles
disminuyen significativamente en pacientes sépticos, la recuperacién de concentraciones
normales se produce dias después de la desaparicidn de sintomas clinicos (46). Algunos
autores describen la reduccién de la concentracién plasmética de la fibronectina como
marcador de sepsis (140,141,204). En algunos trabajos se muestra que la recuperacién de los
niveles normales de fibronectina tras inyeccién de la protefna conlleva una mejorfa del estado
del enfermo (140,141).

A concentraciones subinhibitorias, azitromicina, norfloxacino, ciprofloxacino,
tetraciclina y clindamicina reducen las interacciones fibronectina-S.aureus (que pueden ser
ttiles para la fagocitosis opsénica de esta bacteria y al mismo tiempo reestablece un nivel
normal de la fibronectina en el plama). Mientras que concentraciones subinhibitorias de
ampicilina, sultamicilina y cefotaxima favorecen y aumentan la adhesién creando un gran
descenso de la concentracién plasmdtica de fibronectina. En cambio, la teicoplanina y la
kanamicina no influyen.

Estos resultados pueden ser importantes en cuanto al papel opsénico que juega la
fibronectina. Se ha demostrado que concentraciones subinhibitorias de clindamicina inhiben
las interacciones fibronectina-S.aqureus y al mismo tiempo disminuyen la fagocitosis (127).
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2.7. FIBRONECTINA-COA DE FIBRINA
2.7.1. Fibronectina y adherencia de S.aureus a Codgulos de fibrina,

Los estafilococos son patdgenos capaces de causar muchas infecciones nosocomiales
asociadas a complicaciones postoperatorias y al uso de catéteres intravenosos y biomateriales
(93,94). El inicio de dichas infecciones es debido a la previa adherencia especifica de los
microorganismos a la fibrina y al biomaterial en contacto con la sangre. Un gran nimero de
proteinas plasmaticas adhesivas como la fibronectina, el fibrinégeno y la vitronectina
presentes en la mayoria de las superficies celulares parecen ser factores importantes en la
adherencia de cocos gram-positivos (186,187,189). Los codgulos de fibrina que se forman
en los sitios heridos contienen una gran cantidad de estas proteinas y en la mayorfa de los
casos se forma una pelicula de fibrina que lleva fibronectina incluida en la superficie del
biomaterial insertado (185-190).

Los estafilococos, predominantemente estafilococos coagulasa negativo, y S.aureus,
son los agentes infecciosos mds importantes en infecciones a partir de catéteres
intravasculares, infecciones asociadas a didlisis peritoneales y con dispositivos del liquido
cerebro-espinal (71,72). Otros microorganismos involucrados en las complicaciones
infecciosas de catéteres son también Enterococcus faecalis y Candida (albicans, parapsilosis)
(72). Aunque con caracter epidémico se han descrito brotes con enterobacterias del tipo
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp. y también con los mds
diversos microorganismos incluyendo Malasezzia furfur, las bacterias gram positivas,
especialmente  S.epidermidis y S.aureus, siguen siendo los microorganismos mds
frecuentemente aislados en dichas infecciones (208).

Muchos factores pueden explicar la frecuente colonizacién de los dispositivos
intravenosos por el género Staphylococcus entre ellos la presencia de una herida transcutdnea
que permite a los microorganismos presentes en la piel migrar a través de la barrera dérmica,
la produccién por parte de las bacterias de sustancias exopoliméricas mucoides favoreciendo
la adhesividad de los microorganismos y la presencia de proteifnas plasmdticas adsorbidas a
los dispositivos intravenosos capaces de favorecer selectivamente la adherencia estafilocécica
a estas superficies.

En cuanto a las vias de contaminacién de catéteres, las mds importantes incluyen los
desinfectantes contaminados, la microflora de la piel, el material contaminado, ¢l equipo de
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cateterizacién y la autoinfeccién (194-197).

Después de la colocacién de un cateter en el espacio intravascular se produce una
vaina de fibrina en la superficie de la parte en contacto con la sangre y puede ser
posteriormente colonizada por los diferentes microorganismos dentro de un entorno protector
donde las bacterias pueden multiplicarse y escaparse de las defensas del huésped (72).
Muchos estudios "in vitro" han mostrado que la adherencia de S.aureus a superficies
poliméricas estd aumentada por la presencia selectiva de proteinas plasmidticas o de la matriz
extracelular como el fibrinégeno (130,131,187,205,212), la fibronectina (131,187,2095), la
laminina (131,187), el coldgeno (187,232), la vitronectina y la trombospondina (133).

La utilidad clinica de estas observaciones ha sido reflejada por estudios clinicos que
demuestran la contribucién "in vivo" de la fibronectina y del fibrin6geno a la adherencia de
S.aureus a catéteres insertados en pacientes hospitalizados (185). Sin embargo, se piensa que
estos dos factores son los mds importantes dentro de las protefnas plasmdticas en cuanto a
la mediacién de la adherencia bacteriana a dispositivos intravasculares.

De otro lado la fibronectina y el fibrinégeno se depositan en el espacio extravascular
durante los dos primeros dfas después de una herida de la piel; la fibronectina se encuentra
dentro como en la superficie de los codgulos de fibrina formados. Como la fibronectina es
una protefna que fija especificamente S.aureus, puede servir como puente entre esta bacteria
y el tejido herido del huésped. Se ha pensado que la fibronectina presente en los codgulos
juega un papel positivo midiendo la adherencia de células vitales para el proceso de curacion
de las heridas, pero al mismo tiempo puede mediar 1a adherencia de patdgenos como es el
caso de S.aureus y asegurando a continuacién una colonizacién del tejido.

Resultados conflictivos han sido dados respecto a la funcién de 1a fibronectina en la
adherencia bacteriana a superficies y codgulos de fibrina (79-82).

Un estudio hecho por Mertz et al.(134) indica que la adherencia de S.aureus a heridas
en animales de laboratorio no se relaciona con la presencia de fibronectina. De otro lado Toy
et al.(79) describe un papel que desempeiia la fibronectina en la adherencia de S.aureus a
codgulos de fibrina. Estos resultados conflictivos pueden ser debidos al uso de métodos
distintos que dan resultados distintos en cuanto al nimero de bacterias adheridas.

El método descrito en este trabajo es sencillo, rdpido y permite la cuantificacién de
1as bacterias adheridas. Utilizando los antimicrobianos, se han descrito modificaciones de la
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adherencia de S.qureus a los codgulos de fibrina, esto refleja las alteraciones que ocurren en
los receptores de la fibronectina en las bacterias cuando se tratan con concentraciones
subinhibitorias.

Nuestros resultados muestran que la fibronectina incorporada en el codgulo favorece
la adhesién de las tres cepas ensayadas de S.aureus. Cuando se forma el codgulo a partir de
un plasma sin fibronectina, la adherencia disminuye en todos los casos. En el estudio de Toy
et al., se eliminé la fibronectina del plasma mediante cromatografia. En este proceso, la
fibronectina es la mayor proteina plasmatica eliminada debido a su afinidad por la gelatina.
En nuestro trabajo, se utilizaron anticuerpos frente a la fibronectina y se formaron
inmunocomplejos especificos; el fibrindgeno y las otras proteinas plasméticas no se afectaron,
Esto sugiere que el descenso en la adhesion bacteriana a los codgulos es causado,
exclusivamente, por la ausencia de la fibronectina. La especificidad del tratamiento del
plasma con anticuerpos probablemente sea al origen de la diferencia en los porcentajes de
adhesién de este trabajo y del de Toy et al.(79) en el que la cromatografia en gelatina puede
causar un descenso, aunque pequefio, de otras protefnas plasmdticas importantes en la
adhesidn.

2.7.2. Efecto de la replecion v saturacion del Codgulo con

fibronectina

El hecho de que la reconstitucién del plasma con fibronectina a concentraciones
normales incremente la adhesién y vuelva a ser comparable con el codgulo normal da més
validez a la funcién de fibronectina como mediador de la adherencia estafilocécica.

Al saturar el plasma con fibronectina, no se observa aumento de adherencia; esto
puede sugerir que la fibronectina plasmdtica a concentraciones normales es capaz de asegurar
un maximo de adherencia que no se encuentra elevado con el aumento del nivel de
fibronectina.

Chwatwal et al.(80) presenta datos que demuestran que la fibronectina no juega
ningin papel en la adherencia de Streprococcus pyogenes a codgulos de fibrina y supone que
los dominios responsables de dicha adhesién ya no estdn dispuestos para interactuar con las
bacterias una vez la protefna se incluye en una fase sélida como la fibrina.

Nuestros resultados, al igual de los de Toy et al.(79), sugieren que las moléculas de
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fibronectina incluyen uno de sus extremos NH, en la fibrina y deja el otro extremos NH, que
presenta el dominio de adhesién a S.aureus libre de manera que pueda adherirse a las
bacterias sin descartar la posibilidad de que la molécula de fibronectina pueda presentar otros
dominios de adhesion a S.aureus.

2.7.3. Efectos de antimicrobianos sobre la adhesién De S.aureus a
codgulos de fibrina

Al tratar las bacterias con concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos, la
adherencia de S.aureus a codgulos de fibrina con o sin fibronectina se encontré
significativamente afectada dependiendo del antimicrobiano.

Utilizando un codgulo con concentracién normal de fibronectina, norfloxacino
disminuy6 dicha adherencia mientras que azitromicina, ampicilina y sultamicilina la
aumentaron. En cuanto a kanamicina, la adherencia estafilocdcica no se afectd mientras que
teicoplanina la aumenté ligeramente, tetraciclina dié lugar a un descenso significativo al
niimero de bacterias adheridas. Utilizando un codgulo sin fibronectina, el efecto de los
antimicrobianos fue idéntico al caso anterior pero con porcentajes de adhesién mds bajos
debido a que la fibronectina no estd presente en el codgulo excepto el caso de teicoplanina
donde se observa un descenso de adhesién al codgulo sin fibronectina. Los cambios en la
adhesion debida a la fibronectina por accién de los antimicrobianos muestra que azitromicina,
ampicilina, sultamicilina y teicoplanina aumentan esta adhesion, teraciclina y norfloxacino
la disminuyen mientras que kanamicina no la afecta.

Si se comparan los efectos de antimicrobianos en el caso de fibronectina incorporada
en codgulos de fibrina con el caso de fibronectina plasmitica libre, se observa que el
comportamiento de algunos antimicrobianos es igual en los dos casos (ampicilina,
sultamicilina, tetraciclina , norfloxacino y kanamicina), mientras que otros tienen un efecto
distinto como por ejemplo azitromicina que aumenta la adhesidn estafilocécica al codgulo
de fibrina y a la fibronectina incluida en este codgulo mientras que disminuye la interaccion
fibronectina libre-S.aureus, y teicoplanina que no afecta el porcentaje de adhesién a la
fibronectina libre pero aumenta el porcentaje de adhesion debida a la fibronectina incluida
en el codgulo.

La capacidad de la fibronectina incluida en codgulos de fibrina de mediar la adhesién
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de S.aureus es un factor importante en la patogénesis infecciosa. Los codgulos de fibrina que
contienen fibronectina se acumulan en los espacios extravasculares después de una lesién del
tejido. estos codgulos normalmente ofrecen una matriz provisional para la migracién celular
durante la reepitelializacién de las lesiones y heridas. La fibronectina media la adherencia
de importantes células como los fibroblastos, los monocitos y los queratinocitos.

La mayoria de las teorfas relativas a la patogenicidad de la endocarditis infecciosa
incluye el requerimiento de un trauma inicial del endotelio después del cual hay formacién
de la NBTV que sirve a su turno como base por la adherencia bacteriana.

La formacién de este codgulo no bacteriano ha sido bastante estudiada y se puede
resumir como siguiente:

Algunos daiios del endotelio exponen el coldgeno subendotelial y otros componentes
de la matriz extra-celular. Las plaquetas circulantes se depositan en estas zonas ulceradas y
en el coldgeno ya expuesto. La fibrina adhiere a las plaquetas y las células epiteliales al nivel
de las lesiones y algunas células inflamatorias contribuyen al crecimento del codgulo no
bacteriano produciendo la tromboplastina tisular, ocurre entonces una formacion de peliculas
de fibrina y plaquetas. Las bacterias circulando adhieren a las superficies del codgulo no
bacteriano y cuando se cura el NBTV, ocurre una endoteliolizacién de la superficie, se ve
una fagocitosis de detritus bacterianos y resulta una organizacién mediante los fibroblastos;
ocasionalmente, bacterias se pueden incluir el las superficies celulares (82,83).

La capacidad de los antimicrobianos de interferir con la adherencia de S.aureus a
codgulos de fibrina con/sin fibronectina es una observacién importante visto que puede
interferir con la adherencia de esta bacteria a NBTV y a codgulos de fibrina que se forman
en sitios lesionados.
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POSIBLE APLICACION CLINICA

La fibronectina se encuentra en altas concentraciones en el epitelio dafiado, adhiere
al coldgeno y a la fibrina y constituye 4.4% de la masa del codgulo de fibrina. Se ha
demostrado su presncia en €l trombo no bacteriano formado durante una endocarditis
infecciosa. Esta proteina tiene dominios funcionales que aseguran su adhesién a muchos
microorganismos. En §.aureus, el nimero de receptores correlaciona con la virulencia de fa
cepa. La fibronectina interviene en la adhesién de S.aureus a células epiteliales y fibroblastos
y su presencia en el codgulo de fibrina aumenta la adhesién de S.aureus a este codgulo.

De otro lado, el depdsito de fibronectina en la superficie de catéteres y dispositivos
intravasculares es un factor importante en la colonizacién del biomaterial. Muchos autores
muestran la importancia de su papel en relacién con el desarrollo de sepsis a partir de
catéteres (185-190, 200-211). Vaudaux et.al. la describe como factor mds importante que el
fibrindgeno en este sentido. Estos datos, al igual que los ofrecidos en el presente trabajo,
muestran que la fibronectina se comporta como factor de patogenicidad, 1a presencia de esta
protefna contribuye al establecimiento de una colonizacién y al desarrollo de una infeccidn.
En nuestro laboratoio, se estudia el efecto de la fibronectina en la adhesién bacteriana a
distintos tipos de biomateriales, como se estudia el comportamiento de esta proteina como
marcador prondstico de sepsis; la presencia de fibronectina aumenta significativamente la
adhesidn de S.aureus a los distintos tipos de catéteres estudiados, y las concentraciones de
fibronectina en enfermos sépticos se encuentran bajas y aumentan con la recuperacién del
enfermo.

Las concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos son capaces de producir
alteraciones en las propiedades superficiales de muchas bacterias, estas propiedades han sido
utilizadas por varios investigadores con el objeto de interferir con la adherencia de algunas
bacterias patégenas urinarias e intestinales. Utilizando modelos experimentales, muchos
investigadores demostraron la eficacia de estas concentraciones de antimicrobianos
bacteriostdticos y bactericidas en la prevencidn de infecciones.

Nuestros resultados junto a otros datos y observaciones de otros autores pueden tener
una importancia clinica puesto que concentraciones subinhibitorias de algunos antimicrobianos
aumentan "in vitro" la adhesién de S.gureus a la fibronectina {como en el caso de
ampicilina, sultamicilina y cefotaxima), otros {(como las quinolonas y clindamicina)
disminuyen esta adhesién, mientras que kanamicina no la afecta. Los beta-lactdmicos son los
antimicrobianos mds utilizados en profilaxis y tratamiento de endocarditis visto la etiologia
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microbiana de la enfermedad y las propiedades farmacocinéticas y microbiolégicas de este
grupo. Sin embargo, las interacciones de la fibronectina con las bacterias no son los tinicos
determinantes de la colonizacién, por consiguiente, el efecto de antimicrobianos no se limita
al efecto producido sobre estas interacciones, pero al mismo tiempo seria interesante e
importante a la vez tener en cuenta la influencia que se produce sobre las interacciones ya
mencionadas a concentraciones subinhibitorias, dado que los niveles del antimicrobiano en
el cuerpo coinciden en un momento dado con éstas. Nuestro trabajo extiende los
conocimientos sobre las interacciones de la fibronectina, proteina de mayor importancia en
la adhesidn de cocos gram-positivos a las células epiteliales y cuya presencia adsorbida en
la superficie de los catéteres y biomateriales aumenta significativamente la adhesion
bacteriana, con S.aureus, patégeno frecuentemente aislado en infecciones graves y en sepsis
a partir de catéteres intravasculares.
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1- "In vitro", la presencia de S.aqureus en plasma produce un descenso de la
concentracidn de fibronectina plasmdtica. Hemos comprobado que este descenso se debe a
las interacciones especificas fibronectina-S.qureus y a una pequefa incorporacién de la
proteina en el codgulo de fibrina formado.

2- Las interacciones de la fibronectina con S.aureus son temperatura-dependientes.
Demostramos que la mdxima adhesion se observa a 37° C.

3- Nuestros resultados muestran que el inéculo bacteriano es un factor importante en
la adhesién de fibronectina plasmdtica a §.aureus, puesto que esta adhesion aumentd
proporcionalmente al inéculo utilizado. Se consideré como éptima la adhesién observada con
10’ UFC y como mdxima aquella observada con 10* UFC.

4- Como se demuestra, la fijacion de fibronectina soluble por S.aureus es un proceso
tiempo-dependiente durante las primeras sesenta minutos. A partir de este tiempo la adhesién
s¢ mantiene practicamente igual.

5- Hemos comprobado que las bacterias en fase logaritmica de crecimiento manifiestan
mayor adhesién a la fibronectina plasmdtica en comparacion con las bacterias en fase
estacionaria y de declinacién lo que habla a favor de un mecanismo activo.

6- La adhesion de §.aureus a codgulos de fibrina es dependiente de la concentracion
de fibronectina en el codgulo; La ausencia de esta proteina causa un descenso significativo
en los porcentajes de adhesidn.

7- Se ha demostrado en este trabajo que concentraciones subinhibitorias de
antimicrobianos afectan las interacciones de la fibronectina con S. aureus. De forma constante,
algunos, como los betalactimicos aumentan dichas interacciones, otros como las quinolonas
las disminuyen, y otros como la teicoplanina no las afectan. Esto conlleva un cambio de las
concentraciones de la fibronectina en el plasma.

8- Hemos comprobado que la adhesion de S.aqureus a codgulos de fibrina con y sin
fibronectina se encuentra afectada por concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos, de
hecho, la adhesion debida a la fibronectina a estos codgulos se encuentra afectada; sin
embargo, los resultados no siempre coinciden con los ofrecidos en la conclusién anterior.
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9- El efecto de concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos sobre las
interacciones fibronectina-S. aureus y las interacciones fibrindgeno-S. aureus tanto cuantitativas
como cualitativas dependen del antimicrobiano utilizado lo que se puede interpretar en funcién

de mecanismos especificos.



"Efecto de concentraciones subinhibitorias
de antimicrobianos sobre las interacciones
Jfibronectina-Staphylococcus aureus"

ViI. BIBLIOGRAFIA




Bibliografta 127

10.
11.

12.

13.

14,

15.
16.

Morrison PR, Edsall JT, Miller SG. Preparation and properties of serum and plasma
proteins XVII. The separation of purified fibrinogen from fractio I of human plasma.
J Am Chem Soc 1948; 70: 3103.

Chamberg CG, Hakomori S. Altered growth behavior of malignant cells associated
with changes in external leveled glycoprotein and glycolipid. Proc Nat Acad Sci 1973;
70: 3329.

Wolff I, Timpl R, Pecker I, Steffen C. A two-component system of human serum
agglutinating gelatin-coated erythrocytes. Vox Sanguinis 1967; 12: 443.
Blumenstock F, Weber P, Saba TM. Isolation and biochemical characterization of
alpha-2-opsonic glucoprotein from serum. J Biol Chem 1977; 252: 7156.
Gahmberg CG, Hakomori S-1. Altered growth behavior of malignant cells associated
with changed in externally labeled glycoproteins and glycolipid. Proc Natl Acad Sci
USA 1973; 70: 3329-33.

Hynes RO. Alteration of cell-surface proteins by viral transformation and by
proteolysis. Proc Natl Acad USA 1973; 70: 3170-4,

Ruoslahti E, Vaheri A, Kuusela P, Linder E. Fibroblast surface antigen: a new
serum protein. Biochim Biophys Acta 1973; 322: 352-8.

Keski-Ojal J. Polimerization of a major surface-associated plycoprotein, fibronectin
in cultured fibroblast. Febs Letters 1976; 71: 325.

Keski-Ojal J, Mosher DF, Vaheri A. Cross-linking of a major fibroblast surface
associated glycoprotein (fibronectin) catalysed by blood coagulation factor XIII. Cell
1976; 9: 29-35.

Mosher DF. Physiology of fibronectin. Annu Rev Med 1984; 35: 561-75.

Hynes R. Molecular biology of fibronectin. Annual Review Cell of Biology 1985; 1:
67-90.

Vartio T. Disulfide bonded polymerization of plasma fibronectin in the presence of
metal ions. J Biol Chem 1986; 261: 9433-7.

Kornblihtt AR, Vibe-Pederson K, Baralle FE, Human fibronectin: molecular
clonong evidence for two mRNA species differing by an internal segment coding for
a structure domain. EMBO J 1984; 3: 221-6.

Vibe-Pederson K, Kornblihtt AR, Baralle FE. Expression of a human alpha-
globulin/fibronectin gene hybrid generates two mRNAs by alternative splicing. EMBO
J 1984; 3: 2511-6.

Hynes R. Molecular biology of fibronectin. Ann Rev Cell Biol 1985; 1: 67-90.
Ingham KC, Landwehr R, Engel J. Interaction of fibronectin with Clq and collagen:
effect of ion strength and denaturation of the collagenous component. Eur J Bio-chem
1985; 148: 219-24.



Bibliografia 128

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.
29.

30.
31.

32.

Mc Keown-Longo P. Fibronectin-cell surface interactions. Rev Infect Dis 1987; 9
(Suppl 4): S§322-34.

Mosher DF. Cross-linking of cold insoluble globulin by fibrin stabilizing factor. J Biol
Chem 1975; 250: 6614-21.

Cooper HA, Wagner RH, Mosesson MW, The cold insoluble globulin of plasma and
its relationship to factor VIII. J Lab Clin Med 1974; 84: 258-63.

Engvail E, Ruoslahti E. Binding of soluble form of fibroblast surface protein,
fibronectin, to collagen. Int J Cancer 1977; 20; 1-5.

Molnar J, Gelder FB, Lai MZ, Siefring GE, Credo RB and Lorand L. Purification
of opsonically active human and rat cold insoluble globulin (plasma fibronectin).
Biochemistry 1979; 18: 3909-16.

Stathakis NE, Mosesson MW, Chen AB, Galanakis DK. Cryoprecipitation of fibrin-
fibrinogen complexes induced by the cold insoluble globulin of plasma. Blood 1978,
51: 1211-2.

Simpson WA, Courtney HS, Ofek 1. Interaction of fibronectin with steptococci: the
role of fibronectin as a receptor of Streptococcus pyogenes . Rev Infect Dis 1987,
9(Suppl 4): $351-9.

Cohen MS, Black JR, Proctr RA, Spartling PF. Host defenses and the vaginal
mucosa: a re-evaluation. Scand J Urol Nephrol[Suppl} 15684; 86: 13-22.
Gonzales-Calvin J, Scully MF, Sanger Y, Fok J, Kakkar VV, Hughes RD,
Gimson AES, William R. Fibronectin in fulminant hepatic failure. Br Med J 1982;
285 1231-2,

Mosher DF, William EM. Fibronectin concentration is decreasee in plasma of severly
ill patients with disseminated intravascular coagulation. J Lab Clin Med 1978; 91:
729-35.

Scott DL, Wainwrait AC, Walton WK, Williamson N. Significance of fibronectin
in rheumatoid arthritis and osteoarthrosis. Ann Rheum Dis 1981; 40: 142.

Mosher DF. Fibronectin. Prog Hemost Thromb 1980; 5: 111-51.

Akiyama SK, Yamada RM, Hayashi M. The structure of fibronectin and its role in
celular adhesion. Journal of Supramolecular Structure and Celular Biochemistry.
1981; 16: 345-58.

Grinnel F. Fibronectin and wound healing. J Cell Biol 1984; 26: 107-16.

Godfrey HP, Purohit A. Reversible binding of a guinea pig lymphokine to gelatin
and fibrinogen: possible relationship of macrophage agglutination factor and
fibronectin. Immunology 1982; 46: 515-26.

Bevilacqua MP, Amrani D, Mosesson MW, Bianco C. Receptors fpr cold insoluble



Bibliografia 129

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41,

42.

43.

45.

46.

47.

globulin (plasma fibronectin) on human monocytes. J Exp Med 1981; 153: 42-60.
Marino JA, Pensky J, Culp LA, Spagnuolo PJ. Fibronectin mediates chemotactic
facto-stimulated neutrophil substrate adhesion. J Lab Clin Med 1985; 105: 725-30.
Pytela R, Pierschbacher MD, Ruoslahti E. Identification and isolation of a 140-kd
cell surface glycoprotein with properties expected of a fibronectin receptor. Cell 1985;
40: 191-8.

McKeown-Longo PJ, Mpsher DF. Interactions of the 70,000-mol-wi amino terminal
fragment of fibronectin with the matrix assembly receptor of fibroblasts. J Cell Biol
1985; 100: 364-74.

McDonald JA, Kelly DG, Broekelmann TJ. Role of fibronectin in collagen
deposition: Fab to the gelatin-binding domain of fibronectin inhibits both fibronectin
and collagen organization in fibroblast extracelular matrix. J Cell Biol 1982; 92:
485-92,

Proctor RA. The staphylococcal fibronectin receptor: Evidence for its inportance in
invasive infections. Rev Infect Dis 1987; 9: (SUPPL 4) S335-40.

Aly R, Levit S, Adherence of S.aureus to squamous epithelium: role of fibronectin
and teicoic acid. Rev Infect Dis 1987; 9: (SUPPL 4) $341-50.

Kuusela P. Fibronectin binds to Staphylococcus aureus. Nature 1978; 276: 718-20.
Proctor RA, Mosher DF, Olbrantz PJ. Fibronectin binding to S.aureus. J Biol Chem
1982; 257 14788-94.

Proctor RA, Christman G, Mosher DF. Fibronectin-induced agglutination of
S.aureus correlates with invasiveness. J Lab Clin Med 1984; 104: 455-69.
Espersen F, Clemmensen I. Clumping of S.aureus by human fibronectin. Acta Pathol
Microbiol Scand 1981; 89: 317-21.

Maxe I, Rydén C, Wadstréom T, Rubin K. Specific attachment of S aureus to
immobilized fibronectin. Infect Immun 1986; 54: 695-704.

Imai S, Okahashi N, Koga T, Nisizawa T, Hamada S. Ability of various oral
bacteria to bind human plasma fibronectin. Microbiol Immunol 1984; 149: 43-102.
Vann JM, Proctor RA, Mosher DF. Morphological studies of fibronectin binding
to S.aureus. In: Program and Abstract of the 24™ Interscience Conference on
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Washington, DC: American Society for
Microbiology, 1984.

Grossman JE. Plasma fibronectin and fibronectin therapy in sepsis and critical illness.
Rev Infect Dis 1987; 9(Suppl $): $420-30.

Doran JE. A critical assessment of fibronectin’s opsonic role for bacteria and
microagregates. Vox Sang 1983; 45: 337-48.

Snyder EL, Luban NLC, Fibronectin: application to clinical medicine. CRC Crit Rev



Bibliografia 130

Clin Lab Sci 1986; 23: 15-34.

49. Kaplan JE. Plasma fibronectin and resistence to thrombosis during sepsis. Adv Shock
Res 1982; 7: 159-72.

50. Freedman LR. The pathogenesis of infective endocarditis. J Antimicrob Chemother
1987; 20(Suppl A): 1-6.

51. Bain RJI, Geddes AM, Littler WA, McKinlay AW. The clinical and

echocardiographic diagnosis of infective endocarditis. ] Antimicrob Chemother 1987,

20(Suppl A): 17-24,

52. Washingtone JA. The microbiological diagnosis of infective endocarditis. J

Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 29-36.

53.  Stratton CW. The role of microbiology laboratory in the treatment of infective
endocarditis. J Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 41-50.

54.  Glauser MP, Francioli P. Relevance of animal models to the prophylaxis of infective
endocarditis. J Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 87-94.

55.  Oakley CM. Controversies in the prophylaxis of infective endocarditis: a cardiological
view. I Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 99-104.

56. McGowan DA. A dental view of the controversies of prophylaxis of infective
endocarditis. J Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 105-10,

57.  Shulman ST. Prevention of infective endocarditis: the view from the United States.
J Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 111-8.

58.  Shanson DC. Antibiotic prophylaxis of infective endocarditis in the United Kingdom
and Europe. J Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 119-32.

59. Flemming HA. General principles of the treatment of infective endocarditis. J
Antimicrob Chemother 1987; 20(Suppl A): 143-6.

60. Eykyn SJ. The treatment of staphylococcal endocarditis. J Antimicrob Chemother
1987; 20(Suppl A): 161-8.

61. Braimbridge MW, Eykyn S]. Prosthetic valve endocarditis. J Antimicrob Chemother
1987, 20(Suppl A): 173-80.

62. Bayer A. Infective endocarditis. Clin Infect Dis 1993; 17: 313-20.

63. Bow EJ and Ronald AR. Antibacterial chemoprophylaxis in neutropenic patients-
Where do we go from here? Clin Infect Dis 1993; 17: 333-7.

64. Chambers HF, Kartalija M, Sande M. Ampicillin, sulbactam and rifampin
combination treatment of experimental methicillin-resistent S.aureus endocarditis in
rabbits. J Infect Dis 1995; 171: 897-902.

65.  Parras-Vdzquez F. Nuevos aspectos de la bacteriemia y la endocarditis por

grampositivos. Rev Clin Esp 1994; 194; 821-8.



Bibliografia 131

67.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Santapau JG, Berga AP. Epidemiologia y fisiopatologia de 1a endocarditis infecciosa.
Jano 1995; XLVIII: 358-62.

Tornos-Mas MP, Almirante Gragera B. Endocarditis infecciosa. Clinica,
complicaciones y prondéstico. Jano 1995; XLVIIIL: 430-2.

Almirante-Gragera B, Tornos Mas MP, Endocarditis protésica. Jano 1993; XLVIILI:
437-42,

Pascuet Ribera E. Endocarditis infecciosa en adictos a drogas por via parenteral. Jano
1995; XLVIIL: 443-8.

Almirante Gragea B, Pahissa Berga A, Tornos Mas MP. Tratamiento y profildxis
(de 1a EI). Jano 1995; XLVIII: 449-54.

Donald, A.G. and Gerald, B.P. Pathogenesis of infections related to intravenous
catheters. Clin Microb Rev 1993; 6: 176-192.

Vaudaux, P., Frangois, P., Proctor, R., McDevitt, D., Fostu, T.J., Albrecht,
R.M., Lew, D.P., Wabers, H., Cooper, S.L. Use of adhesin-defective mutants of
S.aureus to define the role of specific plasma proteins in promoting bacterial adhesion
to canine arteriovenous shunts. Inf Imm 1995; 63: 585-590.

Vaudaux, P., Pittet, D., Haeberli, A., Lerch, P.G., Morgenthaler, J.]J., Proctor,
R.A., Waldvogel, F.A., Lew, D.P. Fibronectin is more effective than fibrin or
fibrinogen in promoting §. aureus adherence to inserted intravascular catheters. J Infect
Dis 1993; 167: 633-641.

Watanakunakorn C, Burket T.Infective endocarditis at a large community teaching
hospital, 1980-1990. A review of 210 episodes. Medicine (Baltimore) 1993; 72: 90-
102

Hamill R. Role of fibronectin in infective endocarditis. Rev Infect Dis 1987; 9(Suppl
$): S360-71.

Mosher DF, Proctor RA. Binding and factor XIIla mediated cross-linking of a 27
kilodaltons fragment of fibronectin to S.aureus . Science 1980; 209: 927-9.

Scheld WM, Valone JA, Sande MA. Bacterial adherence in the pathogenicity of
endocarditis. Interaction of bacterial dextran, platelets and fibrin. J Clin Invest 1978;
61: 1394-1404.

Scheld WM, Strunk RW, Balian G, Calderone RA. microbial adhesion to
fibronectin in vitro correlates with production of endocarditis in rabbits. Proc Soc Exp
Biol Med 1985; 180: 474-82.

Toy PTC, Lai LW, Drake TA, Sande MA. Efect of fibronectin on adherence of
S.aureus to fibrin thrombi in vitro. Infect Immun 1985; 48: 83-6,

Chhwtwal GS, Valentin-Weigand P, Timmis KN. Bacterial infection of wound:
fibronectin-mediated adherence of group A and C streptococci to fibrin thrombi in



Bibliografia 132

81.

82.

83.

84.

8s.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

vitro. Infect Immun 1990; 58:; 3015-9.

Vaudaux PE, Waldvogel FA, Morgenthaller JJ and Nydegger UE. Adsorption of
fibronectin onto polymethylmethacrylate and promotion of S.aureusadherence. Infect
Immun 1984; 45: 768-74.

Valentin-Weigand P, Timmis KN and Chhwatwal GS. Role of fibronectin in
staphylococcal colonization of fibrin thrombi and plastic surfaces. Med Microbiol
1993; 38: 90-95.

Raja RH, Raucci G, Hook M. Peptide analogues to a fibronectin receptor inhibits
attachment of S.aureus to fibronectin-containing substrates. Infect Immun 1990; 58:
2593-8.

Mosesson MW, Colman RW, Sherry S. Chronic intravascular coagulation yndrome.
Report of a case with special studies of an associated plasma cryoprecipitate
("cryofibrinogen”). N Engl J Med 1968; 278: 815-21.

Mosher DF. Action of fibrin stabilizing factor on cold insoluble globulin and alpha-2
macroglobulin in clotting plasma. J Biol Chem 1976; 251: 1639-45.

Iwanaga S, Suzuki K, Hashimoto S. Bovine plasma cold insoluble globulin: cross
structure and function. Ann NY Acad Sci 1978; 312: 56-73.

Sakata Y, Aoki N. Cross-linking of alpha2-plasmin inhibitor to fibrin by fibrin
stabilizing factor. J Clin Invest 1980; 65: 290-7.

Stanthakis NE, Mosesson MW, Interactions among heparin, cold insoluble globulin
and fibrinogen in formation of the heparin precipitable fraction of plasma. J Clin
Invest 1978; 60: 855-65.

Mosher DF, Proctor RA, Grossman JE. Fibronectin: role in inlammation. J Lab
Clin Med 1978; 189-207.

Kloos W, Lambe DW, Staphylococcus. In: Manual of clinical microbiology. Sth
edition, eds. Balows A, Hausler Jr W, Herrmann KL, Isenberg HD, Shadomy JH.
American Society for Microbiology, Washingtone, D.C. pp: 222-37.

Pumarola A, Staphylococcus. In: Microbiologia y Parasitologia Médica. 2 edicién,
eds. Pumarola A, Rodriguez-Torres A, Garcia Rodriguez JA, Piédrola Angulo G.
Salvat editores S.A. pp: 333-52.

Arbuthnott JP. Staphylococcus. Skin and wound infections; abscess; osteomyelitis;
food poisoning. In: Medical Microbiology. 40th edition, ed. Greenwood D, Slack R,
Pentherer J. Churchill Livingstone. pp: 203-10.

Sheagren JN. Staphylococcus aureus the persistent pathogen. The New England
Journal of Medicine 1984; 310: 1437-12.

Waldvogel F. New insights into septic and toxic diseases produced by
S.aureus.Current Opinion in Infectious Diseases 1995; 8(Suppl 1): S3-S6.



Bibliografia 133

95.

97.

98.

99.

100,

101 L]

102.

103.

104,

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Espersen F, Clemmensen I, Barkholt V. Isolation of S.aureus clumping factor.
Infect Immun 1985; 49: 700-8.

Lorian V, Gemmel CG. Effect of low antibiotic concentraions on bacteria: effects
on ultrasructure. virulence, and susceptibility to immunodefenses. In: Antibiotics in
Laboratory Medicine, 3rd edition, Ed. Lorian V, Williams and Wilkins, Baltimore,
pp. 493-555.

Baquero F. Aspectos generales de los antibidticos antimicrobianos. En: Plan de
formacién en enfermedades infecciosas. Mddulo III: Antimicrobianos, Ed. Médica
Internacional S.A.1991; pp: 11-40.

Ahlstedt S. The antibacterial effects of low concentrations of antibiotics and host
defense factors: a review. J Antimicrob Chemother 1981; 8(Suppl. C): 59-70.

Van Den Broek PJ. Antimicrobial drugs, microorganisms, and phagocytes. Rev Infect
Dis 1989; 11: 213-39.

Wise EM Jr, Park JT. Penicillin: its basic site of action as an inhibitor of peptide
cross-linking reaction in cell wall mucopeptide sinthesis. Proc Natl Acad Sci USA
1965; 54: 75-81.

Lorian V and Tkinson. Efect of subinhibitory concentrations of fosfomycin on
bacteria. G Ital Chemother 1976; 23: 65-74.

Lortan V. Effects of antibiotics on hemolisin production. Appl Microbiol 1971; 22:
106.

Lorian V. Some effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on bacteria.
Bull.N.Y.Acad.Sci 1975; 51: 1046-55.

Lorian V. Some effects of subinhibitory concentrations of penicillin on the structure
and division of staphylococci. Antimicrob Agents Chemother 1975; 7: 864-70.
Lorian V. Antibiotiques a concentrations subinhibitrices: efect sur la morphologie et
la croissance. Pathol Biol 1977; 25: 291-8.

Lorian V. Efects of subinhibitory concentrations of antibiotics on bacteria. Curr
Chemother 1978; 1: 72-8.

Lorian V. Phagocytosis of staphylococci after exposure to antibiotics. J Antimicrob
Chemother 1985; 16: 129-33.

Lorian V and Atkinson B. Effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on
cross-wells of cocci. Antimicrob Agents Chemother 1976; 9: 1043-55.

Lorian V, et al. Weight and morphology of bacteria exposed to antibiotics. In: The
infulence of antibiotics on the host-parasite relationship, edited by Giliissen G, Hahn
H and Obferkuch W. Berlin, Springer-Verlag 1985; 65-72.

Lorian V. In vitro stimulation of in vivo conditions, ohysical state of the culture
medium. J Clin Microbiol 1989; 27: 2403-7.



Bibliografta 134

111.

112,

113.

114,

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121,

122.

123.

124.

125.

Shibl AM. Efect of antibiotics on adherence of microorganisms to epithelial cell
surfaces. Rev Infect Dis 1985; 7: 51-65.

Bell GI. The function of bacterial fimbriae. Arch Immunol Ther Exp 1978; 16: 173-
88.

Brinton CC. The sstructure, fubction, synthesis and genetic control of bacterial pili
and a molecular model foe DNA and RNA transport in gram-negative bacteria. Trans
N.Y. Acad Sci 1968; 27: 1003-54.

Jones JW. The attachment of bacteria to surfaces of animal cells. In: Microbial
interactions, receptors and recognition, edited by JL Reisig. Chapman & Hall,
London. Ser.B 1977; 3: 141-76.

Gibbon RJ. Adherence of bacteria to host tissue. In: Microbiology 1977, edited by
Schelssinger D, American Society for Microbiology, Washington DC., 1977; 395-406.
Retsema JA et al. Spestrum and mode of action of Azithromycin (CP-62,993), a new
15-membered-ring macrolide with improved potency against gram-negative organism,
Antimicrob Abents Chemother 1987; 31(12); 1939-47.

Golstein EJC. Nprfloxacin, a fluoroquiniloneantibacterial agent: classification,
mechanism of action, and in vitro activity. Am J Med 1987; 82(6B): 3-17.

Barry AL, Jones RN, Thorsberry C et al. Antibacterial activities of ciprofloxacin,
norfloxacin, oxolinic acid, cinoxacin and nalidixic acid. Antimicrob agents Chemother
1984; 25: 633-7.

Simons C, Stille W, Perea AJ. Tetraciclina. In: Manual de terapeutica
antimicrobiana. led. Salvat. pp: 162-70.

Simons C, Stille W, Perea AJ. Clindamicina. In: Manual de terapeutica
antimicrobiana. led. Salvat. pp: 217-9.

Bryan LE, Godfrey AJ. Beta-lactam antibiotics: mode of action and bacterial
resistance. In: Antibiotics in Laboratory Medicine, 3rd edition. Lorian V. Williams
& Williams PP: 599-664.

Yokota T. Inavtivation of beta-lactanases by sulbactam and enhanced clinical activity
due to target site binding of the conbination of sulbactam and ampicillin, APMIS
1989; Suppl 5: 9-16.

Gehamo P, Taillebe M, Denis P, lacqurt P, Hoareau J, Gojon D, Pascarel J,
Kosowki A. Short-course cefotaxime compared with five -day co-amoxyclav in acute
otitis media in children. J Antimicrob Chemother 1990; 26(Suppl A): 29-36.
Simons C, Stille W, Perea AJ. Kanamicina. In; Manual de terapeutica
antimicrobiana. led. Salvat. pp: 188,189.

Davey PG, Williams AH. Teicoplanin monotherapy of serious infections caused by
gram-positive bacteria: a reevaluation of patients with endocarditis or §.aureus



Bibliografia 135

126.

127.

128.

129,

130.

131,

132.

133.

134.

135.

136.

137.
138.

139.

140.

bacteraemia from an european open trial. J] Antimcrob Chemother 1991; 27(Suppl B):
43-50.

Barza M. A critique of animal models in antibiotic research. Scand J Infect Dis 1978;
14(Suppl. A): 109-117.

Doran JE, Rissing JP. Influence of clindamycin on fibronectin-staphylococcal
interactions. J Antimicrob Chemother 1983; 12 (Suppl, C): 75-83.

Proctor RS, Olbrantz PJ, Mosher DF. Subinhibitory concentrations of antibiotics
alter fibronectin binding to §.aureus. Antimicrob Agents Chemother 1983; 24: 823-26.
Miyake Y, Kohada A, Fujii I, Sugai M, Suginaka H. Aminoglicosides anhance the
adherence of S.aureus to HeLa cells. J Antimicrob Chemother 1989; 23: 79-86.
Herrmann, M., Lai, R.]J., Albrecht, K.M., Mosher, D.F. and Proctor R.A.
Adhesion of Staphylococcus aureus to surface-bound platelets: Role of
fibrinogen/fibrin and platelets integrins. J Infect Dis 1993; 177: 312-322.
Hermann, M., Vaudaux, P., Pittet, D., Auckenthaler, R., Lew, D.P.,
Schumacher-Perdreau, F., Peters, G. and Woldvogel, F.A, Fibronectin, fibrinogen
and laminin as mediators of adherence of clinical staphylococcal isolates to foreign
material. J Infect Dis 1988; 158: 693-701.

Holderbaum, D., Spech, T., Ehrhart, L.A., Keys, T., Hall, G.S. Collagen binding
in clinical isolates of Staphylococcus aureus. J Clin Microb 1987; 25: 2258-2261.
Herrmann, M., Suchard, S.J., Boxer, F.A., Waldvogel, F.A., Lew, P.D.
Trombospondin binds to S.aureus and promots staphylococcal adherence to surfaces.
Inf Imm 1991; 59: 277-288.

Mertz PM, Patti JM, Marcin JJ, Marshall DA. Model studying bacterial adherence
to skin wounds. J Clin Microbiol 1987; 25: 1601-4.

Phonimdaeng P, O “Reilly M, Nowlan P, Bramley J, Foster TJ. The coagulase of
S.aureus 8325-4. Sequence analysis and virulence of site-specific coagulase-deficient
mutants.Mol Microbiol 1990; 4: 393-404.

Mosher DF, Williams EM. Fibronectin is decreased in plasma of severly ill patients
with disseminated intravascular coagulation. J Lab Clin Med 1978; 91: 729-35.
Kuusela p. Fibronectin binds to S.aureus. Nature 1978; 276: 718-20.

Gerdes GS, Yoder MC, Douglas SD, Polin RA. Decreased fibronectin levels in
cases of neonatal sepsis. Pediatrics 1983; 72: 877-814.

Brodin B, Von Schenck H, Schildt B, Liljedahl SO. Low plasma fibronectin
indicates septicaemia in major burns. Acta Chir Scand 1984; 150: 5-11.

Yang DK, Bohnsack JF, Hill HR. Fibronectin in host defense: implications in the
diagnosis, prophylaxis and therapy of infectious diseases. Pediatr Infect Dis 1993; 12:
234-9.



Bibliografia 136

141.

142,

143.
144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

131.

152.

153.

154.

155.

156.

Diaz J, Arriba MJ], Vallina E, Maradona JA, Hevia C, Blanco F. Reactantes de
la fase aguda en la sepsis. Rev Clin Esp 1992; 191: 473-7.

Proctor RA. Fibronectin: an enhancer for phagocyte function. Rev Infect Dis 1987,
9(Suppl 4): S412-19.

Klingemann HG. Fibronectin. Die Gelben Hefte 1982; XXII.

Baddour LM. Virulence factors among gram-positive bacteria in experimental
endocarditis. Infect Immun 1994; 62: 2143-8.

Kuypers JM, Proctor RA. Reduced adherence to traumatized rat heart valve by by
a low fibronectin binding mutant of S.aureus. Infect Immun 1989; 57: 2306-16.
Doran JE, Raynor RH,. Fibronectin binding to protein A-containing staphylococci.
Infect Immun 1981; 33: 683-9.

Rydén C, Rubin K, Speziale P, Hotok M, Lindberg M, Wadstrém T. Fibronectin
receptors for S.aureus. J Biol Chem 1983; 258: 3396-401.

Vann JM, Kuypers J, Proctor RA, Mosher DF. Encapsulation and fibronectin-
binding: two independent factors for enhancing S.aureus infectiviry.In: Program and
abstracts of the 22nd Interscience conference and Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. Washington, DC: American Siciety for Microbiology, 1985.
Velazco M1, Waldvogel FA. Molecular mechanisms of S.aureus adherence and
pathogenicity of catheter infections [107]. In: Program and abstracts of the 22nd
Interscience conference and Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Washington,
DC: American Society for Microbiology, 1985.

Bihari DJ. Septicaemia-the clinical diagnosis. J Antimicrob Chemother 1990; 25
(Suppl C): 1-8.

Easmon CSF. Pathogenesis of septicaemia. J Antimicrob Chemother 1990; 25 (Suppl
C): 9-16.

Eykyn SJ, Gransden WR, Phillips I. The causative organisms of septicaemia and
their epidemiology. J Antimicrob Chemother 1990; 25 (Suppl C): 41-58.

Norris DA, Clark RAF, Swigart LM, Huff JC, Weston WL, Howell SE.
Fibronectin fragment(s) are chemotactic for human periferal blood monocytes. J
Immunol 1982; 129: 1612-8.

Clark RAF, Della Pelle PD, Manseau E, Lanignan JM, Dvorak HF, Colvin RB.
Blood vessel fibronectin increases in conjunction with endothelial cell proliferation and
capillary ingrowth during wound healing. J Invest Dermatol 1982; 79: 269-76.
Hikansson L, Venge P. The combined action of hyaluronic acid and fibronectin
stimulates neutriphil migration. J Immunol 1985; 135: 2735-9.

Pommier CG, O "Shea J, Chused T, Yancey K, Frank NM, Takahashi T, Brown
EJ.Studies on the fibronectin receptor of human peripheral blood leucocytes:



Bibliografia 137

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

morphologic and functional characterization. J Exp Med 1984; 159: 137-51.
Weissman G, Perstein E, Perez HD, Falkow S, Golstein IM, Hofstein ST.
Neutrophils synthesize and deposit fibronectin on surfaces to wich they attach. Trans
Assoc Am Physicians 1980; 93: 72-83.

Jarstrand C, Ahigren T, Berghem L. Fibronectin increases the motility,
phagocytosis and NBT (Nitroblue tetrazolium)-reduction of granulocytes. J Clin Lab
Immunol 1982; 8: 59-63.

Marino JA, Penski J, Culp LA, Spagnuolo PJ. Fibronectin mediates chemotactic
factor-stimulated neutrophil substrate adhesion. J Lab Clin Med 1985; 105: 725-30.
Bevilacqua MP, Amrani D, Mosesson MW, Bianco C. Receptors for cold insoluble
protein (plasma fibronectin) on human monocytes. J Exp Med 1981; 153: 42-60.
Proctor RA, Prendergast E, Mosher DF. Fibronectin mediates attachment of
S.aureus to neutrophils. Blood 1982; 59: 681-7.

Johnson E, Gauperaa T, Eskeland T. Fibronectin binds to complement-coated
agarose beads and encreases their association to mouse macrophages. Scand J Immunol
1985; 22: 315-20.

Abraham Sn, Beachy EH. Host defenses against adhesion of bacteria to mucosal
surfaces. Adv Host Def Mec 1985; 4: 63-88.

Fletcher M. Adherence of marine microorganisms to smooth surfaces. In Bacterial
adherence, Beachy EH. Chapman and Hall, London. 1980; 345-74.

Roger AY. Adhesion of microorganisms to surfaces: some general consideratios on
the role of the envelope. In: DC Ellwod, Metting Y, Ryter P. Adhesion of
microorganisms to surfaces. Academic Press, New York 1979; 29-55.

Peters G, Locoa P, Pulverer G. Microbial colonization of prosthetic devices.
Scanning electron microscopy of naturally onfected intravenous catheter. Zentralbi
Bakteriol 1981; 173: 293-9.

Ramirez-Ronda CH. Adherence of glucan positive and glucan negative streptococcal
strains to normal and damaged heart valves. J Clin Invest 1978; 62: 805-14.
Ramirez-Ronda CH. Effects of molecular weight of dextran on the adherence of §
sanguis to damaged heart valve. Infect Immun 1980; 29: 1-7.

Scheld MW, Vaone JA, Sande MA. Bacterial adherence in the pathogenesis of
endocarditis. Interaction of bacterial dextran platelets and fibrin. J Clin Invest 1978,
61: 1394-404,

Shibl AM. Effect of antibiotics on adherence of microorganisms to epithelial cell
surfaces. Rev Infect Dis 1985; 7: 51-65.

Andrews HJ, Ardan GP, Hart GM, et al. Deep infection after total hip replacement.
J Bone Joint Surg. 1981; 63B: 53-7.



Bibliografta 138

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

Beachy EH. Bacterial adherence: adhesin receptor interactions mediating the
attachment of bacteria to mucosal surfaces. J Infect Dis 1981; 143: 325-45.
Bombelli R, Glangrande A, Malacrida V et al. The control of infection in
orthopedic surgery. Orthoped Rev 1981; 10: 67-72.

Bucholz HW, Elson RA, Engelbrecht F et al. Management of deep infection in total
hip replacement. J Bone Joint Surg 1981; 63B: 343-53.

Gristina AG, Oga M, Webb L, Hobgood C. Adherent bacterial colonization in the
pathogenesis of osteomyelitis. Science 1985; 228: 990-3.

Gristina AG, Costerton W]. Bacterial adherence and the glycocalyx and their role
in musculusketal infection. Orthopedic Clinics of North America 1984; 15: 517-30.
Doughety SH, Simmons RL. Infections in bionic man: the pathobiology of infections
in prosthetic devices-Part I. Curr Prop Surg 1982; 19: 221-64.

Doughety SH, Simmons RL. Infections in bionic man: the pathobiology of infections
in prosthetic devices-Part II. Curr Prog Surg 1982; 19: 269-318.

Eftechkar NS. Wound infection infection complicating total hip joint arthroplasty.
Scope of the problem, and its diagnosis. Orthop Rev 1979; 8: 49-64.

Christensen GD, Simpson WA, Bisno AL, Beachy EH. Adherence of slime-
producing strains of § epidermidis to smooth surfaces. Infect Immun 1982; 37: 318-26.
Marrie TJ, Costerton JW. Mode of growth of bacterial pathogens in chronic
polymicrobial human osteomyelitis. J Clin Microbiol 1985; 22: 924-33.
Mayberry-Carson KJ, Tober-Meyer B, Smith JK, Lambe DW, Costerton JW,
Bacterial adherence and glycocalyx formation in osteomyelitis eexperimentally induced
with §.aureus. Infect Inmun 1984; 54; 23-36.

Locci R, Peters G, Pulverer G. Microbial colonization of prosthetic devices. III
Adhesion of staphylococci to lumina of intravenous catheters perfused with bacterial
suspensions. Zbl Bact Hyg, I Abt Orig 1981; B 173: 300-7.

Peters G, Locci R, Gristina AG, Winston-Salem MD, Carolina N, Costerton JW.
Bacterial adherence to biomaterial and tissue. The significance of its role in clinical
sepsis. J Bone Joint Surg 1988; 67A: 264-73.

Bock, S.N., Lee, K.E., Fisher, B., Rubin, J.T., Schwartzentruber, D.J., Wei,
J.P., Callender, D.P., Yang, J.C., Lotze, M.T., Pizzo, P.A., Rosenberg, S.A. A
prospective randomised trial evaluating prolphylactic antibiotics to prevent triple-lumen
catheters related sepsis in patients treated with immunotherapy. J Clin Onc 1990; 8:
161-169.

Espersen F, Wilkinson BJ, Gahren-Hansen B, Thamdrup Vibeke Rosadil, Inge
Climmensen. Attachment of staphylococci to silicone catheters in vitro. APMIS 1990;
98: 471-8.



Bibliografia 139

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

Herrmann, M., Vaudaux, P., Pittet, D. et al. Fibronectin, fibrinogen and laminin
act as mediators of adherence of clinical staphylococcal isolates to foreign body
material. J Infect Dis 1988; 159: 693-701.

Vaudaux PE, Waldvogel FA, Morgenthaler JJ, Nydegger UE. Adsorption of
fibronectin to polymethylmethacrylate and promotion of S-aureus adherence. Infect
Immun 1984; 45: 768-74.

Dickinson, G.M. and Bisno, A.L. Infections associated with indwelling devices:
concepts of pathogenesis; infections associated with intravascular devices. Antimicrob
Agents Chemoth 1989; 38: 597-601.

Vaudaux, P., Lew D.P., Waldvogel, F.A. Host factors predisposing to foreig body
infections.In: Bisno, A.L., Waldvogel, F.A., eds. Infections associated with
indwelling medical devices. Washigton. DC: American Society for Microbiology
1989; 3-26.

Chung, A.L. and Fischetti, V.A. The role of fibrinogen in staphylococcal adherence
to catheters in vitro. J Infect Dis 1990; 161: 1177-1186.

Vaudaux, P., Suzuki, R., Waldvogel, F.A., Morgenthaler, J.J., Nydegger, U.E.
Foreign body infections: Role of fibronectin as a ligand for adherence to
Staphylococcus aureus. J Infect Dis 1984, 150: 546-553.

Mermel Leonard A. Prevention of infections associated with intravascular catheters.
Infectios Diseases in Clinical Practice 1994; 2: 53-60.

Christensen,G.D., Simpson, W.A,, Bisno, A.L., Beachy, E.H. Experimental
foreign infections in mice challenged with slime-producing S.epidermidis. Inf Imm
1983; 40: 407-410.

Donowitz, L.G., Haley, C.E., Gregory, W.W., Wenzel, R.P. Neonatal intensive
care unit bacteremia: emergence of gram-positive bacteria as a major pathogens. Am
J Infect Control 1987; 15: 141-147.

Christensen, G.D., Bisno, A.L,, Parisi, J.T., Mc Laughlin, B., Hester, M.G. and
Luther, R.W. Nosocomial septicaemia due to multiply-resistent S.epidermidis. Ann
Inter Med 1982; 96: 1-10.

Rubin, J., Roger, A., Taylon, H.M., Everett, E.D., Prowant, B.F., Fruto, L.V,,
Nolph, K.D. Peritonitis during continuous peritoneal dialysis. Ann Inter Med 1980;
92: 7-13.

Maki, D.G., Goldman, D.A., Rhame, F.S. Infection control in intravascular
therapy. Ann Inter Med 1973; 79: 867-887.

Maki, D.G. and Martin, W.T. Nationwide epidemic of septicemia caused by
contaminated infusion intravenous products. Growth of microbial pathogens in fluids
for intavenous infusion. J Infect Dis 1975; 131: 267-272.



	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	EFECTO DE CONCENTRACIONES SUBINHIBITORIAS DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCIONES FIBRONECTINA-Staphylococcus aureus
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	I. INTRODUCCIÓN
	1. LA FIBRONECTINA
	2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS
	3. EFECTOS DE CONCENTRACIONES BAJAS DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS BACTERIAS
	4. ANTIMICROBIANOS

	II. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	1. CALIBRACIÓN DEL NEFELOMETRO
	2. MICROORGANISMOS
	3. ANTIMICROBIANOS
	4. FIBRONECTINA HUMANA
	5. ANTISUEROS
	6. CONCENTRACIONES MÍNIMAS INHIBITORIAS
	7. PREPARACIÓN DE LAS BACTERIAS PARA LOS ENSAYOS
	8. ENSAYO ESTANDAR DE ADHESIÓN DE LA FIBRONECTINA SOLUBLE A S.aureus
	9. INFLUENCIA DE LOS PARÁMETROS EN LAS INTERARCCIONES FIBRONECTINA-S.aureus
	10. DETECCIÓN DE LA COAGULASA Y DEL “CF" EN S.aureus
	11. COÁGULOS DE FIBRINA
	12. EFECTO DE CSI DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCIONES FIBRONECTINA-S.aureus
	13. MÉTODOS ESTADÍSTICOS

	IV. RESULTADOS
	1. CALIBRACIÓN DEL NEFELOMETRO
	2. DETERMINACIÓN DE LA FN EN PLASMA Y SUERO
	3. DETERMINACIÓN DE LA FN TRAS INCUBACIÓN DE S. aureus CON PLASMA, SUERO Y FN PURIFICADA
	4. EFECTO DE LOS PARÁMETROS
	5. CONCENTRACIONES MÍNIMAS INHIBITORIAS
	6. EFECTO DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCIONES FIBRONECTINA-S. aureos
	7. FIBRONECTINA-COAGULOS DE FIBRINA
	8. EFECTO DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS INTERACCIONES FIBRINOGENO-S. aureus

	V. DISCUSIÓN
	1. EVALUACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL
	2. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS
	3. POSIBLE APLICACIÓN CLÍNICA

	VI. CONCLUSIONES
	VII . BIBLIOGRAFÍA



