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Efectos antimicrobianos de la union de
bacterias a un aposito recubierto con
cloruro de dialquilcarbamoilo: un estudio in

vitro

Objetivo: Los apdsitos para heridas que inactivan o secuestran
microorganismos, como aquellos con una superficie hidréfoba de cloruro
de dialquilcarbamoilo (DACC) que se une a las bacterias, pueden reducir
el riesgo de infecciones clinicas. Este control «pasivo» de la carga
microbiana, que evita la ruptura de la pared celular bacteriana y la
consiguiente liberacién de endotoxinas bacterianas que agravan la
inflamacion, resulta ventajoso en heridas de dificil cicatrizacion. Por lo
tanto, es necesario evaluar el alcance completo de los apositos con
DACC, incluyendo el impacto potencial de mayores densidades de
indculo, el aumento de la carga proteica y los diferentes valores de pH
sobre la actividad antibacteriana.

Método: Se utilizo la prueba de exposicion de la Norma Industrial
Japonesa (JIS) L 1902 para evaluar la actividad antimicrobiana del
aposito recubierto de DACC frente a varios patogenos de heridas
priorizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (p. €j.,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Enterococcus resistente
a la vancomicina, microorganismos con betalactamasas de espectro
ampliado y Acinetobacter baumannii), el efecto de la exposicion repetida

Resultados: Se confirmd, mediante la norma JIS L 1902, la elevada
actividad antibacteriana del apésito recubierto con DACC frente a las
cepas bacterianas prioritarias de la OMS, gracias a su union irreversible
y a la inhibicién del crecimiento de las bacterias unidas. A densidades de
inoculacién elevadas, en comparacion con las condiciones estandar, el
apésito recubierto con DACC siguié logrando efectos antibacterianos de
fuertes a significativos. El aumento del contenido proteico del medio
también afecto al rendimiento antibacteriano; se observé una reduccion
de 0,5-1 log en la actividad antibacteriana tras la adicion de un 10 % de
suero fetal bovino. El pH no influyé en el rendimiento antibacteriano. El
aposito recubierto con DACC también mantuvo la actividad
antibacteriana durante las etapas de reinfeccion posteriores.
Conclusion: Se puede suponer que el apdsito recubierto con DACC
ejerce efectos beneficiosos en el control de la carga microbiana de la
herida, reduciendo la demanda general de antibioticos, sin utilizar
sustancias antimicrobianas.

Declaracion de intereses: Este estudio fue financiado por ABIGO
Medical AB. Los autores JH y YBS son empleados de ABIGO Medical
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Las heridas de dificil cicatrizaciéon suponen un
importante reto clinico.! Un proceso de
reparacion de la herida alterado puede provocar
la propagacion de una infeccion con el
consiguiente dano a los tejidos adyacentes o
incluso dafios sistémicos.'
Las heridas de pacientes con factores concomitantes, como
edad avanzada, mal estado nutricional, comorbilidades o
deficiencias inmunitarias, son mas susceptibles a la
contaminacion bacteriana y a la infeccion, lo que retrasa aun
mas la cicatrizacién.? Por lo tanto, las infecciones de heridas
siguen considerandose uno de los principales factores de alta
mortalidad y morbilidad.!  El Staphylococcus aureus, el
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y la
Pseudomonas aeruginosa son las especies microbianas mas
frecuentes en pacientes con heridas infectadas.' Por
consiguiente, el tratamiento de las infecciones de las heridas
desempefia un papel importante en el manejo de las mismas.
Por lo general, para combatir una carga microbiana elevada
se utiliza una combinacion de antisépticos topicos y/o
antibidticos sistémicos.! Las soluciones antisépticas de
polihexanida (PHMB), octenidina, plata o yodo, asi como los

apositos para heridas que contienen estos agentes
antimicrobianos, son los mas utilizados en el ambito
sanitario.>”’ Estos pueden inactivar o eliminar los

microorganismos al actuar sobre
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multiples puntos diana de la célula microbiana y, por lo tanto,
presentan un menor riesgo de inducir resistencia bacteriana en
comparacién con los antibidticos topicos.?> Sin embargo, estos
antisépticos topicos no son selectivos y se ha expresado
preocupaciéon por sus posibles efectos citotoxicos y daninos
sobre los diversos tipos de células implicadas en la
cicatrizacion de las heridas, lo que podria perjudicar el proceso
de cicatrizacion.?  Ademas, la destruccion de las bacterias
mediante un mecanismo «activo» de este tipo provoca la
ruptura de la pared celular bacteriana y la posible liberacioén de
endotoxinas bacterianas que actuan como sefiales de peligro y
agravan los procesos inflamatorios en las heridas de dificil
cicatrizacion.®°

Se ha sugerido el uso de estrategias «pasivas» para el
control de la carga microbiana, que se basan en un modo de
accion fisico que no mata las bacterias de la herida y, por lo
tanto, evita la posible liberacion de endotoxinas.>!® Por
ejemplo, recubrir las fibras con cloruro de dialquilcarbamoilo
(DACC), un derivado de los acidos grasos, confiere una
propiedad hidrofébica
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Tabla 1. Comparacion de las ventajas y desventajas de los ensayos in vitro antimicrobianos habituales con respecto a la evaluacion de
los apositos para heridas

Método de
ensayo

Prueba de difusion en agar ASTM E2149 AATCC 100 JIS L 1902

= Se colocan 50 ml de cultivo
microbiano estandarizado en tres
recipientes: (1) suspensién solo
de bacterias; (2) sustancia
antimicrobiana de ensayo; y (3)
objeto de control

= Se cuentan las concentraciones
microbianas en el «tiempo cero»
= Todos los frascos se

agitan en un agitador

manual durante un

tiempo de contacto especificado,
normalmente 1 hora

= Una vez transcurrido el

tiempo de contacto

especificado, se determina la
concentracién microbiana en
todos los frascos

= La concentracion de
microorganismos para el
producto antimicrobiano se
compara con la suspension
microbiana sola o con el

control sin tratar

= «Antimicrobiano» = producto
que produce una reduccién
sustancial en relacion con el
inéculo o los controles sin tratar

= Se inoculan placas de agar
con el microorganismo de
ensayo

= Las muestras de aposito se
colocan sobre la superficie
inoculada

= Evaluacién de la formacién de
una zona de inhibicién (ZOl) tras
24 horas

= «Tratamiento» de una superficie
= Relativamente rapido
= Facil de manejar

= Reproducible

= Concentraciones
microbianas
estandarizadas

= Permite flexibilidad experimental
(adaptacién a productos de
diversas formas y tamarios)

= No es una situacion realista

= Depende en gran medida
del tiempo de contacto

= No hay criterios claros de éxito

 Alejado del uso real de la
mayoria de los productos
antimicrobianos

= Resultado Unicamente cualitativo
= Sin cuantificacion
= Depende del agente difusible

= Las muestras de tejido de
control y de ensayo se inoculan
con microorganismos (la
suspension microbiana solo
entra en contacto

el tejido)

Los niveles de bacterias tanto
en los tejidos de control como
en los de ensayo se
determinan en el «tiempo
cero» mediante elucién en un
gran volumen de caldo
neutralizante, seguido de
dilucién y siembra

Se deja incubar los tejidos de
control y de ensayo
inoculados, sin alterarlos, en
frascos sellados, durante 24
horas

Tras la incubacién, se
determinan las
concentraciones microbianas
Se calcula la reduccion de
microorganismos en relacion
con las concentraciones iniciales
y el tejido de control
(generalmente en %)

Cuantitativo

Reproducible

Pruebas tanto de propiedades
bacteriostaticas como
bactericidas

Concentraciones

microbianas

estandarizadas

Suministro de nutrientes

Criterios de éxito vagos

(«los criterios de éxito deben ser
decididos por las partes
interesadas»)

Engorroso si el tejido de prueba
no absorbe facilmente los
liquidos (hidréfobo)

= Los tejidos de control y de
ensayo se inoculan con
microorganismos por triplicado,
asegurandose de que el
indculo solo entre en contacto
con los tejidos

= Las concentraciones
microbianas iniciales se
determinan en el «tiempo cero»
mediante elucién, seguida de
dilucién y siembra de los tejidos
de control inmediatamente
después de la inoculacion

= Se deja que los tejidos de
control y de ensayo
inoculados se incuben sin
alterarlos en recipientes
sellados a temperatura
corporal durante 18 horas

= Tras la incubacion, se

determinan las

concentraciones microbianas

Se calcula la reduccion de

microorganismos con respecto a

las concentraciones iniciales y al

tejido de control (principalmente

en log CFU)

Cuantitativo

Reproducible

Pruebas para determinar las
propiedades bacteriostaticas y
bactericidas

Concentraciones

microbianas

estandarizadas

Replicados técnicos Criterios
de «aprobado/no aprobado»

.

Por lo general, no aceptado

por la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU. para

las denominadas «declaraciones
de propiedades saludables»

= Los materiales hidréfobos
pueden ser dificiles de someter
a ensayo

AATCC 100 — Asociacién Americana de Quimicos y Coloristas Textiles (prueba de exposicién); ASTM E2149 — Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (prueba de suspension); UFC —
unidades formadoras de colonias; JIS L 1902 — prueba de exposicién de la Norma Industrial Japonesa; ZOl — zona de inhibicion

superficie. Las bacterias de la herida, por otro lado, poseen
una alta hidrofobicidad de la superficie celular (CSH).!!
Cuando la superficie hidrofébica recubierta de DACC entra en
contacto con la superficie bacteriana hidrofébica, se produce
una union entre ellas a través de la interaccion hidrofobica y la
expulsion de moléculas de agua.!'! Esto media la unién
irreversible de los microorganismos a las superficies
recubiertas de DACC.? Durante los cambios de apdsito, los
microorganismos unidos se eliminan posteriormente.!! Los
apositos recubiertos de DACC se han empleado con éxito en
el tratamiento y la prevencion de infecciones de heridas, asi
como en la reduccion de la carga microbiana de las heridas, tal
y como se describe en numerosos estudios clinicos.>!?

Es dificil demostrar la base mecanica de la actividad
antibacteriana, ya que la mayoria de los métodos de ensayo se
han desarrollado para agentes liberables. Los ensayos estandar
in vitro
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permiten comparar directamente los efectos antimicrobianos
de los apositos.'>  Son sencillas, rapidas, reproducibles,
econdmicas y permiten manejar una amplia gama de
cantidades de muestra. Sin embargo, los distintos ensayos
varian notablemente en sus propiedades y, en consecuencia, en
sus resultados.'>!* Los ensayos mas utilizados son el ensayo
de difusion en agar (ADT), los métodos de suspension (p. ej.,
el de la Sociedad Americana para Ensayos y Materiales (ASTM)
E2149) y las pruebas de contacto directo, como la Norma
Industrial Japonesa (JIS) L 1902 o la de la Asociacion Americana
de Quimicos y Coloristas Textiles (AATCC) 100, todas las
cuales tienen fortalezas y debilidades unicas en lo que respecta a
la evaluacién de los apdsitos para heridas (Tabla 1). Los
mecanismos pasivos pueden pasarse por alto en entornos que
emplean la ADT o pruebas de suspension, ya que estan
optimizados para evaluar agentes antimicrobianos «activos». Por
el contrario, las pruebas de exposicion
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(por ejemplo, JIS L 1902, AATCC 100), en las que la
difusibilidad del agente antimicrobiano no es un requisito
previo y las muestras de aposito entran en contacto directo con
los microorganismos, permiten evaluar los efectos basandose
en la capacidad de inmovilizar a los microorganismos.'3

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue utilizar la prueba
de exposicion JIS L 1902 para evaluar la actividad
antimicrobiana de un apésito recubierto de DACC (Sorbact
Compress, ABIGO Medical AB, Suecia) frente a varios
patogenos de heridas priorizados por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), como el SARM, el Enterococcus resistente a la
vancomicina (VRE), las betalactamasas de espectro ampliado
(BLEA) y Acinetobacter baumannii, asi como el efecto de la
exposicion bacteriana repetida en un entorno de herida
adverso y el rendimiento a un pH relacionado con la herida.

Métodos
Materiales
El aposito para heridas recubierto con DACC (Sorbact
Compress) se adquirié del fabricante ABIGO Medical AB,
Suecia. Los apositos que contienen plata Acticoat Flex 3 y
Mepitel Ag se adquirieron de Smith+Nephew, Reino Unido, y
Molnlycke Health Care AB, Suecia, respectivamente. El
vendaje de gasa se adquirié de Akla AB, Suecia.
Staphylococcus  aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus DSM 11729
(MRSA), Enterococcus faecium DSM 17050 (VRE), Pseudomonas
aeruginosa DSM 24599 (ESBL), Enterobacter cloacae DSM 26481
(ESBL) y Acinetobacter baumannii DSM 102929 se adquirieron de
la  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Alemania. Staphylococcus aureus CCUG
2354 y CCUG 10778 (correspondientes a ATCC 6538), y
Pseudomonas aeruginosa CCUG 17619 se adquirieron de la
coleccion de cultivos de la Universidad de Gotemburgo,
Suecia. Para el cultivo de bacterias, se adquirieron peptona
especial y polvo «lab-lemco» para la preparaciéon de caldo
Case-Bouillon a Oxoid, Reino Unido. La solucion de cloruro
de sodio (NaCl) al 0,9 % se obtuvo de Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Alemania, y el Tween 20 se adquirio a
Roth, Alemania. El agar sangre de caballo (HB), el agar
Sabouraud, el agar Mueller-Hinton ajustado en cationes y la
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) se adquirieron en
el Departamento de Sustratos del Hospital Universitario
Sahlgrenska, Suecia.

Prueba de difusion en agar (ADT)

Para investigar el efecto de diversos apositos sobre la
viabilidad de las células bacterianas, se realizé6 un ensayo
antimicrobiano basado en la zona de inhibicion (ZOI) en una
placa de agar, de acuerdo con el protocolo de la prueba de
sensibilidad por difusion en disco de Kirby-Bauer.!> Se
extendié uniformemente sobre agar Mueller-Hinton ajustado
con cationes, mediante un bastoncillo de algodon, una alicuota

de 100 pl de una suspension de aproximadamente'Osunidades
formadoras de colonias (UFC)/ml de Staphylococcus aureus
CCUG 2354 o Pseudomonas aeruginosa CCUG 17619. Todos
los materiales de aposito para heridas se cortaron en discos
circulares (14 mm de didmetro) y se colocaron sobre el
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Placa de agar Mueller-Hinton. A continuacién, la placa de
agar se incubo durante 18-24 horas a 37 °C antes de fotografiar
la zona de inhibicion (ZOI). La ZOI se midi6 con una regla
estandar.

Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM)

Se inocularon®'”’UFC/muestra de Staphylococcus aureus en
discos circulares de 14 mm de diametro de un apdsito
recubierto de DACC y se incubaron en tubos tapados durante
24 horas a 37 °C en condiciones aerdbicas. La mitad de las
muestras se fijaron inmediatamente en glutaraldehido al 2,5 %
(EMSdiasum, EE. UU.) en tampén de piperazina-N,N'-
bis(acido 2-etanosulfonico) (PIPES), y la otra mitad se lavd en
8 ml de solucion de NaCl al 0,9 % con Tween 80 (Merck,
Alemania) mediante agitacion en vortex a velocidad maxima
durante 5x5 segundos antes de la fijacion. Las muestras se
procesaron posteriormente lavandolas varias veces con PIPES
0,1 M, y la posfijacion se llevd a cabo en tetroxido de osmio al
1 % (OsO4 ) (EMSdiasum, EE. UU.) en PIPES 0,1 M durante
1,5 horas a 4 °C; a continuacion, las muestras se lavaron varias
veces con agua Milli-Q (Merck, Alemania) y se deshidrataron
a temperatura ambiente en una serie graduada de etanol
(Solveco AB, Suecia) (30, 50, 70, 85, 95 y 4x100 %).
Posteriormente, el etanol al 100 % se sustituyé por
hexametildisilazano (HMDS, Supelco n.° 52619, Merck KG,
Alemania), que se retir6é tras una incubacién de tres minutos.
Las muestras se secaron al aire durante la noche, se montaron
en soportes de aluminio utilizando pegamento de plata (Pelco
#16062, Ted Pella Inc., EE. UU.) y se recubrieron con 20 nm
de oro (Quorum Technologies, Reino Unido) al dia siguiente.
Las imagenes SEM- se obtuvieron con un ZEISS Gemini II 450
(Carl Zeiss Microscopy, Alemania) a wuna tension de
funcionamiento de 2 kV.

Ensayo de la actividad antimicrobiana segun la norma JIS L
1902. La actividad antibacteriana se determiné de acuerdo con
la Norma Industrial Japonesa (JIS L 1902:2008, «Método de
ensayo de la actividad antibacteriana de los textiles»), tal y

como se ha descrito anteriormente. %!’

En resumen, se
inoculé un medio de cultivo adecuado con los microbios de
ensayo y se cultivo durante 24 horas a 37 °C en condiciones
aerobicas. Para los experimentos, se incubaron muestras de
400 mg de los apositos para heridas con 200 pl de cada
soluciéon de microbios de ensayo (lOS UFC/ml) durante 24
horas a 37 °C en condiciones aerdbicas. Para densidades de
in6éculo mas altas, las concentraciones de microorganismos se

elevaron a“’s,“ﬂngUFC/ml. Los experimentos con mayor
contenido proteico se realizaron utilizando un medio de
cultivo que contenia un 10 % y un 50 % de suero fetal bovino
(FCS; Promocell, Alemania). Para evaluar el impacto del pH,
el medio de cultivo (aproximadamente pH 7) se ajusté a pH 6
con acido clorhidrico 0,1 M (HCI, Roth, Alemania), yapH 8 y
pH 9 utilizando hidréxido de sodio 0,1 M (NaOH, Roth,
Alemania). Se utilizd poliéster (TITK, Alemania) como
material de referencia, ya que también es hidrofobo. Para la
determinaciéon del recuento bacteriano, las muestras incubadas
se extrajeron en 10 ml de solucién de NaCl al 0,9 % con
Tween 20. Se realizaron diluciones seriadas en placas de agar
Columbia (BioMerieux, Francia), se incubaron durante 24 horas
a 37 °C y posteriormente se contaron las colonias. El
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Se calcularon el valor de UFC/ml y el recuento microbiano
total de las muestras (en UFC). La reduccién del crecimiento en
comparacién con el valor inicial se determiné mediante la
siguiente ecuaciéon y se clasifico segin la norma JIS L
1902:2008:

reduccion del crecimiento [log UFC] =
log(**" MW [UFC] log®**" MW [UFC]

control(poliéster) ) - muestra )

donde la reduccion del crecimiento se expresa como la
diferencia logaritmica de los valores medios (MW) de UFC a
las 24 horas.

Clasificacion:

e sin actividad antimicrobiana = <0,5 log de reduccion del

crecimiento microbiano

actividad antimicrobiana leve = 0,5—1 log de reduccién del

crecimiento microbiano

actividad antimicrobiana significativa => 1-<3 log de

reduccion del crecimiento microbiano

« fuerte actividad antimicrobiana => reduccion del crecimiento
microbiano de 3 log

Investigacion del efecto antimicrobiano sostenido de los
apositos recubiertos con DACC

Se investigd el efecto antimicrobiano sostenido del apodsito
recubierto con DACC durante siete dias mediante un método
de incubacion directa con reinoculacion repetida del material.
Por lo tanto, se inocul6 caldo Casio con Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y se cultivd durante 24 horas a 37 °C en
condiciones aerdbicas. Para los experimentos, se incubaron
muestras de 400 mg de los apositos para heridas con 200 ul de
la suspensién preparada de Staphylococcus aureus, de acuerdo
con la norma JIS L 1902, a 37 °C en condiciones aerdbicas. Se
utilizé6 poliéster como material de referencia. La etapa de
inoculacién se repitié cada dia durante un total de siete dias.
Las muestras de ensayo inoculadas se mantuvieron a 37 °C en
una atmoésfera humidificada. Tras 24 horas (dia 1), 48 horas
(dia 2), 72 horas (dia 3), 96 horas

(dia 4), 120 horas (dia 5), 144 horas (dia 6) y 168

horas (dia 7) de incubacion, se extrajeron muestras de los
aderezos en 10 ml de soluciéon de NaCl al 0,9 % con Tween 20
para determinar el recuento bacteriano. Se realizaron
diluciones seriadas en placas de agar Columbia, se incubaron
durante 24 horas a 37 °C y, posteriormente, se contaron las
colonias. Se calcularon el valor de UFC/ml y el recuento
microbiano total de las muestras (en UFC).

Anilisis estadistico

En todos los casos se realizaron dos
independientes, cada uno de ellos con tres réplicas técnicas.
Todos los valores se expresaron como media + desviacion
estandar (DE). Se llevd a cabo un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) para determinar la significacion
estadistica (Excel 2000, Microsoft Corp., EE. UU.). Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas a
un nivel de p < 0,05.

experimentos

Resultados
Actividad antimicrobiana ejercida por la unién de bacterias
La prueba de difusion en agar « » demostré6 que la
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El apoésito para heridas recubierto con DACC no contenia
ningin agente antimicrobiano liberable (Fig. 1a, b). Mientras
que una muestra de apodsito que contenia plata mostré una
formacién clara de una zona de inhibiciéon (ZOI), no se
observdé ninguna ZOI en el aposito para heridas con
recubrimiento de DACC ni en el tejido de control. No
obstante, se observo una actividad antimicrobiana significativa
en pruebas de contacto, la JIS L 1902 contra
Staphylococcus aureus (Fig. 1¢) y Pseudomonas aeruginosa (Fig. 1d),
lo que indica eficacia a través de un mecanismo de union. La
unién de las bacterias al apodsito recubierto con DACC fue tan
fuerte que no se liberaron bacterias detectables ni siquiera tras
un lavado exhaustivo en presencia de un tensioactivo. Las
imagenes de SEM tras el lavado verifican la presencia de
bacterias en las fibras recubiertas de DACC del aposito (Fig.
2). Ademas, se observaron puntos de anclaje entre las bacterias
y la superficie de la fibra, lo que indica una fuerte union a esta
ultima. Se descubrié ademas que las bacterias unidas seguian
siendo viables, tal y como confirm¢ la tincion con bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio =~ (MTT), pero
parecian tener impedida la reproduccién, ya que no se observo
multiplicacion de las bacterias unidas.

como

Actividad antimicrobiana contra patogenos

prioritarios de la OMS

Se exploraron diferentes aspectos de la actividad
antimicrobiana basada en la union del apdsito recubierto con
DACC. Se comprobdé que el apodsito DACC inhibia
eficazmente el crecimiento de diversas especies bacterianas.
Las pruebas de actividad antibacteriana mostraron una fuerte
reduccion de todas las cepas bacterianas resistentes priorizadas
por la OMS sometidas a ensayo, de acuerdo con la norma JIS
L 1902 (Fig. 3). Ademas, el aposito recubierto de DACC fue
capaz de inhibir completamente el
Staphylococcus
Enterobacter cloacae 'y Acinetobacter baumannii en la prueba.
Se confirmé que el apdsito recubierto de DACC ejercia este
elevado efecto antibacteriano durante un periodo prolongado
de tiempo a pesar de la inoculacién repetida en el experimento
in vitro (Fig. 4).

crecimiento  de

aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Impacto de los factores ambientales en la actividad
antimicrobiana

Para evaluar si la eficacia del apésito recubierto con DACC
frente a las bacterias se veia influida por tres factores que
normalmente no se tienen en cuenta en los métodos de ensayo
estandar, se investigd el posible impacto de mayores
densidades de indculo, una mayor carga proteica y diferentes
de pH sobre la actividad antibacteriana. Las
densidades de indculo mas altas provocaron una reduccion de
la eficacia antimicrobiana en la prueba de contacto (fig. 5a).
No obstante, con una densidad de inoculacién diez veces
mayor, el aposito recubierto con DACC siguié logrando una
reduccion >3 log de las bacterias, y un aumento de 100 veces
siguid ejerciendo un fuerte efecto sobre Pseudomonas
aeruginosa 'y un efecto significativo sobre Staphylococcus
aureus segun la norma JIS L 1902. Ademas, el aumento del
contenido proteico del medio afecto al rendimiento
antibacteriano del apoésito recubierto de DACC frente tanto a
Staphylococcus aureus como a Pseudomonas aeruginosa en la
prueba de contacto (Fig. 5b). Tras la adicion

valores
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Fig. 1. Prueba de difusion en agar que muestra la zona de inhibicién de diferentes apésitos para heridas frente a las dos cepas
de microorganismos Staphylococcus aureus (a) y Pseudomonas aeruginosa (b). Las muestras mostradas son: (1) Sorbact
Compress; (2) Acticoat Flex 3; (3) Mepitel Ag; y (4) vendaje de gasa. Las pruebas realizadas con el aposito recubierto de cloruro
de dialquilcarbamoilo Sorbact Compress, de acuerdo con la norma JIS L 1902, revelaron una fuerte actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (c) y Pseudomonas aeruginosa (d). UFC: unidades formadoras de colonias
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En una solucién de suero fetal bovino (FCS) al 10 %, se Fig. 2. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de Staphylococcus
observé una actividad antibacteriana con una reduccion de 0,5 aureus adherido a fibras recubiertas con cloruro de dialquilcarbamoilo. Las

a 1 log. Se observo la formacion de aglomerados bacterianos muestras mostradas son: sin lavar (a) y lavadas con NaCl al 0,9 % con Tween
en las rejillas de fibra en condiciones de mayor contenido 20 (b), incluyendo un aumento mayor de la muestra lavada (c).

proteico inducido experimentalmente, facilmente perceptibles Tension de alta tension electronica (EHT): 2,5 kV; aumento 2500x (a, b), 100
en las muestras sin tratar (fig. 5¢). El lavado de las muestras 000x (c); distancia de trabajo: 7,2 mm
dio lugar a una disminucién observable de los aglomerados
bacterianos en las rejillas. Tras un agitado intensivo (tal y
como exige la norma JIS L 1902), no se encontraron bacterias
en las rejillas de la muestra agitada, aunque eran evidentes en
las fibras del aposito. Esto indicaba que, en condiciones de
mayor contenido proteico, las bacterias liberadas en el medio
de extraccion procedian de aglomerados atrapados en las
rejillas, mientras que aquellas unidas directamente a las fibras
recubiertas de DACC estaban firmemente adheridas y no se
liberaban. Ademas, el recubierto de DACC apdsito

s
!
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Fig. 3. Las pruebas de la actividad antibacteriana del apésito recubierto con
cloruro de dialquilcarbamoilo, realizadas segun la norma JIS L 1902,
mostraron una fuerte actividad antibacteriana contra las cepas bacterianas
prioritarias de la OMS. UFC: unidades formadoras de colonias; S. aureus:
Staphylococcus aureus; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; E. cloacae:
Enterococcus cloacae; A. baumannii: Acinetobacter baumannii; ESBL: beta-
lactamasa de espectro ampliado; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina; VRE: Enterococcus resistente a la vancomicina
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Fig. 4. El apdsito recubierto de cloruro de dialquilcarbamoilo (DACC) demostré
un efecto antibacteriano prolongado y estadisticamente significativo (p <
0,001) contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa durante
siete dias, segun la norma JIS L 1902, con inoculaciones repetidas durante el
experimento. UFC: unidades formadoras de colonias
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mostré el mismo fuerte efecto antibacteriano contra el
microorganismo modelo Staphylococcus aureus segin la
norma JIS L 1902 a pH 6, asi como a pH 8 y pH 9, siendo el
rango alcalino tipico de las heridas de dificil cicatrizacion
(Fig. 5d).
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Discusion
En diversos estudios clinicos, los apoésitos recubiertos con
DACC han mostrado resultados prometedores tanto en la
prevencion como en el tratamiento de las infecciones de
heridas, a menudo acompafiados de una mejora en la
cicatrizacién o una reduccién del tamafio de la herida.>!8-2¢
La experiencia clinica con los apoésitos recubiertos con DACC
también se ha resumido recientemente en dos revisiones, en
las que se ha demostrado su utilidad en el tratamiento de
diversas heridas agudas y de dificil cicatrizacién.>'?>  Por
ejemplo, los apositos recubiertos con DACC reducen el riesgo
de infecciones quirurgicas secundarias,?’?>  siendo mas
eficaces en el periodo postoperatorio temprano al impedir el
acceso de las bacterias a la herida.>!® Ademas, la infeccion en
pacientes de alto riesgo se pudo prevenir eficazmente
utilizando este aposito que se adhiere a las bacterias.??
Ademas, la reduccion de la carga bacteriana contribuy6 al
éxito del tratamiento de heridas infectadas de dificil
cicatrizaciéon mediante el uso de apodsitos recubiertos de
DACC.>?7 También hay evidencia que respalda el uso de
apositos recubiertos de DACC como enfoque alternativo para
prevenir y/o tratar la infeccion tanto en heridas agudas como
de dificil cicatrizacion, al no exacerbar la resistencia a los
antimicrobianos (RAM) 'y apoyar la gestion de
antimicrobianos (AMS).!® El DACC confiere propiedades de
unién microbiana principalmente a través de interacciones
hidrofébicas.?’” El primer paso es inicialmente inespecifico e
implica el recubrimiento hidrofébico de DACC vy la superficie
hidrofébica de los microorganismos.!! En este estudio, se
confirmo la presencia de bacterias en las fibras recubiertas de
DACC del apésito mediante imagenes de microscopia
electronica de barrido (SEM). En la segunda etapa, se cree que
las interacciones entre las proteinas de adhesion bacterianas y
la superficie del DACC pasan a ser predominantes.''>” En
consecuencia, se observaron puntos de anclaje entre las
bacterias y la superficie de la fibra en las imagenes de SEM, lo
que sugiere una fuerte uniéon de las bacterias a las fibras
recubiertas de DACC. Ademas, se observdé una actividad
antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa segin la norma JIS L 1902, lo que
indica eficacia a través de un mecanismo de unién y, por lo
tanto, el control de la carga microbiana global. Esto podria
explicar la reduccion de la carga microbiana y la mejora en la
cicatrizacion de las heridas™'32¢ observadas en la practica
clinica con apositos recubiertos de DACC.
Descubrimos que un requisito previo
antibacteriana

para

es el contacto cercano de las bacterias con el aposito
recubierto de DACC. El ap6sito recubierto de DACC no libera
sustancias quimicas ni farmacolégicamente activas.’> Esto se
verifico mediante la prueba de difusion en agar, en la que no
se observo zona de inhibiciéon (ZOI) para el apdsito con
recubrimiento de DACC, mientras que una muestra de apodsito
que contenia plata mostré una formacién clara de una ZOI. Se
considera ventajoso el mecanismo de uniéon exclusivamente
fisico, ya que cabe esperar que el apodsito no afecte
negativamente al lecho de la herida ni a las células implicadas
en el proceso de cicatrizaciéon,? y los estudios clinicos han
confirmado un excelente perfil de seguridad para el aposito
recubierto de DACC.%> Por el contrario, la plata puede ejercer
un efecto citotéxico local sobre los fibroblastos y los
queratinocitos a concentraciones mas elevadas,

, VOL. 31, N.°7,
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Fig. 5. Evaluacion de la influencia de mayores densidades de indculo (a) y de una mayor carga proteica (b) sobre la actividad
antibacteriana del aposito recubierto con DACC segun la norma JIS L 1902 frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Se encontraron aglomerados de bacterias tesiidos con MTT en las rejillas de fibra en condiciones de aumento
experimental de proteinas, los cuales disminuyeron con el lavado de las muestras y se eliminaron tras la agitacion en vortex (c).
Los diferentes valores de pH no afectaron a la actividad antibacteriana del apésito recubierto con DACC segun la norma JIS L

1902 frente a Staphylococcus aureus

(d). UFC: unidades formadoras de colonias; DACC: cloruro de dialquilcarbamoilo; FCS: suero fetal de ternera; MTT: bromuro de

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; n.s.: no significativo
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lo que provoca un retraso en la cicatrizaciéon.!”?® Ademas, se
ha descrito anteriormente la resistencia bacteriana a la

platazg'30

y se ha podido inducir experimentalmente en
Staphylococcus — aureus.3! Debido al mecanismo
antibacteriano «pasivo» del recubrimiento de DACC, basado en
una simple interaccion hidrofobica, es poco probable que se
No obstante, cabe senalar que las
mediante cambios en la

desarrolle resistencia.?
bacterias podrian adaptarse
hidrofobicidad de la superficie. Larké et al.,’2 consideraron
que esto podria suponer una limitacion en infecciones
causadas por bacterias que expresan una superficie celular
hidrofila, lo que observaron en su cepa de Staphylococcus
aureus.

En este estudio no se observo una reduccion clara de la
eficacia antimicrobiana frente al Staphylococcus aureus. Esto
también se refleja en los estudios de Ljungh et al.,'! quienes
demostraron que la mayoria de los patogenos de las heridas
tienden a expresar un mayor nivel de CSH en las heridas y en
heridas simuladas
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entornos que en el cultivo in vitro convencional. Ademas,
varios estudios sefialaron un aumento de la CSH en cepas
bacterianas resistentes, ya que este factor, junto con la
expresion de pigmentos, hemolisina, lipasa, proteasa,
gelatinasa y ramnolipidos, asi como la formaciéon de
biopeliculas, constituye los factores de virulencia.’3>° En
consecuencia, se observo que el apodsito recubierto de DACC
puede inhibir eficazmente el crecimiento de diversas especies
bacterianas, incluidas las cepas bacterianas resistentes
priorizadas por la OMS analizadas en este estudio segun la
norma JIS L 1902. Es importante destacar que la union fisica
de las bacterias a la superficie del DACC implica que las
paredes celulares bacterianas permanecen intactas, lo que evita
la liberacion de endotoxinas® que posteriormente actiian como
factores agravantes de la inflamacion de la herida.3%37

Cada vez estd mas claro que las condiciones de ensayo
estandar podrian no reflejar adecuadamente el entorno de la
herida, donde los apoésitos pueden verse sometidos a
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mayores cargas bacterianas, un contenido elevado de proteinas
y un pH alcalino. Por lo tanto, en este estudio investigamos
como las densidades de indculo mas altas, el aumento de la
carga proteica y los diferentes valores de pH afectan a la
actividad antibacteriana del aposito recubierto con DACC
segun la norma JIS L 1902. Larké et al.3?> informaron de una
posible saturacion de la superficie recubierta con DACC por
bacterias, lo que permitié que las Pseudomonas aeruginosa no
unidas restantes se multiplicaran. Por el contrario, Ljungh et
al.''  demostraron capacidades de union de los apositos
recubiertos de DACC mucho mayores para bacterias en el
rango de 108 UFC/ml, 5,01x10° UFC/ml, 10° UFC/ml y
3,16x107 UFC/ml para Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacteroides fragilis y Fusobacterium nucleatum, respectivamente.
Es probable que esta diferencia esté relacionada con los
distintos disefios experimentales de los dos estudios. En
nuestro estudio, también observamos una reduccion de la
eficacia antimicrobiana en la prueba de contacto con
densidades de inoculo mas altas debido al crecimiento
excesivo de las muestras durante el periodo de incubacion. Por
el contrario, cuando las muestras fueron expuestas
repetidamente a bajas cantidades de microorganismos, se
observo una actividad antibacteriana consistentemente alta. El
crecimiento excesivo, lo que significa que las bacterias que no
estan en contacto directo y cercano con la superficie del
DACC conservan su capacidad de proliferar, probablemente
conduce a la deposicion de proteinas y a la formacion de
biopeliculas alrededor de las fibras. El aumento del contenido
proteico de los medios también afecté al rendimiento
antibacteriano del apdsito recubierto con DACC frente a
Staphylococcus aureus, asi
aeruginosa. Se observd la formaciéon de aglomerados de
bacterias en las rejillas de fibras en estas condiciones. El
lavado redujo los aglomerados de bacterias en las rejillas,
mientras que la agitacion intensa, tal y como exige la norma
JIS L 1902, los elimindé por completo. Por el contrario, las
bacterias unidas directamente a las fibras recubiertas de
DACC estaban firmemente adheridas y no pudieron liberarse
durante el procedimiento de elucion.
Estos resultados plantearon dos preguntas:

como frente a Pseudomonas

1. ¢COmo se traduce el término «unidn irreversible» en la
practica diaria y en el manejo de los apOsitos?
ii. ¢, Qué contenido proteico se necesita para reflejar el
estado de una herida dificil de curar?
Cooper et al.,>® demostraron que las muestras de apositos
recubiertos con DACC
expuestas a la biopelicula de Pseudomonas aeruginosa
retenian rapida y ampliamente la biopelicula, que
posteriormente podia eliminarse eficazmente de la superficie.
Ljungh et al,! también utilizaron un procedimiento
relativamente suave para el recuento de las bacterias unidas a
la superficie de DACC. Del mismo modo, cabe esperar que las
bacterias permanezcan adheridas al aposito al retirarlo de la
herida, lo que contribuye a la reducciéon de la carga
microbiana. Por lo tanto, estos estudios demuestran la alta
capacidad de retencion. Por el contrario, el proceso de recuento
de la norma JIS L 1902 es claramente mas agresivo, lo que da
lugar a la pérdida de todas las bacterias que solo estan
adheridas de forma laxa a la superficie del DACC
(posiblemente en la segunda o tercera capa), asi como de las
bacterias que solo han sido absorbidas por el material. Por el
contrario, las bacterias en contacto directo con la superficie
del DACC se unen de forma irreversible. Sin embargo, debe
reconocerse que el término «irreversible» también es
dinamico, ya que Sjollema et
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al.,>® por ejemplo, describen la adherencia bacteriana a las
superficies del sustrato como multiples uniones reversibles
que se desprenden y se vuelven a unir sucesivamente sin
desprenderse nunca todas a la vez, lo que da lugar a una
adhesion bacteriana irreversible.

En general, se ha descrito que el contenido total de proteinas
en las heridas de dificil cicatrizacion oscila entre 10 mg/ml y

aproximadamente 55 mg/ml,*04!

siendo 40 mg/ml el valor
mas ampliamente aceptado.*? Recientemente hemos realizado
un estudio sobre las heridas de dificil cicatrizaciéon atendidas
en la clinica de heridas del Departamento de Dermatologia de
Jena, y hemos encontrado un contenido de proteinas de 0,2 a
4600 pg/ml en un total de 303 heridas, con un valor mediano
de 242 pg/ml y un valor medio de 428 + 573 pg/ml (datos no
publicados). Estos resultados concuerdan con un estudio de
Moseley et al.**> que muestra una concentracion media de
proteinas en los fluidos de heridas de dificil cicatrizacion de
0,644 + 0,153 mg/ml. Las discrepancias pueden explicarse por
las diferentes técnicas de muestreo; mientras que los estudios
anteriores utilizaron liquido de la herida aspirado tras su
recogida bajo apositos de pelicula hermética,**#? nosotros
tomamos muestras de la superficie de la herida mediante un
procedimiento de lavado, mientras que Moseley et al.,*?
extrajeron la proteina de filtros tras colocarlos sobre la
superficie de la herida. Broszczak et al.,**  obtuvieron
resultados similares al emplear ambos métodos. Las diferentes
cargas de proteina utilizadas en esta prueba reflejan los
distintos niveles potenciales de proteina en heridas de dificil
cicatrizacion. La condicion estandar arrojo una carga proteica
de 265 + 7 pg/ml, lo que representaba la cantidad de proteina
mas baja posible; la adicion de un 10 % de FCS correspondio
a 2463 + 77 ng/ml, lo que representaba el rango medio,
mientras que la suplementacion con un 50 % de FCS, con 14
183 + 1330 pg/ml de proteina, tenia por objeto conferir la alta
carga proteica que se encuentra en algunas heridas. En estas
ultimas condiciones, observamos la formacion de aglomerados
de bacterias en las rejillas de fibra, que se desprendian durante
la agitacion en el procedimiento de elucién estdndar de la
prueba. Por el contrario, en condiciones de baja proteina, las
bacterias se unian firmemente a las fibras recubiertas de
DACC y no podian liberarse.

Braunwarth et al.,*> demostraron que los apositos que
contienen plata poseian efectos bacteriostaticos similares en un
rango de pH de 5,5 a 9,0. Otro estudio sobre el rendimiento de
soluciones antisépticas a diferentes pH demostré que la
clorhexidina y la octenidina presentan una actividad
bactericida principalmente independiente del pH; por el
contrario, el PHMB mostr6 una mayor eficacia, mientras
que la povidona yodada mostré una reduccion notable del
efecto antibacteriano en un rango de pH de 5,0 a 9,0.4° En
este estudio se demostré que el aposito recubierto de DACC
presentaba efectos antibacterianos comparables contra el
microorganismo modelo Staphylococcus aureus, de acuerdo
con la norma JIS L 1902, a diferentes valores de pH.

Las heridas de dificil cicatrizacidon suelen presentar un pH
comprendido entre 6,5 y 8,5, y en casos concretos se han
observado valores de pH aun mas elevados 478 Se cree que
este «desplazamiento hacia el lado alcalino» en las heridas de
dificil cicatrizacion, en comparacién con las heridas agudas, se
debe a la necrosis tisular, asi como a la presencia de

microorganismos 47.48 por lo tanto, se puede
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concluir que los apositos recubiertos con DACC ejerceran
actividad antibacteriana independientemente del pH de la
herida de dificil cicatrizacion tratada.

Limitaciones

El efecto antibacteriano del apoésito recubierto con DACC se
evaludé mediante un método de ensayo in vitro estandar y se
investigd su efecto sobre varias especies de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Aunque la seleccion se basd en
patogenos de heridas relevantes, no se incluyeron todas las
especies detectadas en las heridas. Ademas, las especies de
levaduras no se incluyeron en el estudio y no se pueden
extraer conclusiones sobre el efecto del apdsito recubierto con
DACC sobre las levaduras a partir de estos resultados.

Este estudio se centré ademas en dilucidar el mecanismo
de unién de las bacterias al aposito recubierto con DACC,
sin que se llevara a cabo ningtn estudio clinico. Intentamos
recrear in vitro las condiciones propias de las heridas de
dificil cicatrizacion —como el pH, el aumento del
contenido proteico y la elevada carga bacteriana— para
poder trasladar los resultados a la practica clinica.

Conclusiones

Estudios clinicos previos han demostrado que los apositos
recubiertos con DACC pueden ayudar a reducir la carga
bacteriana en heridas con colonizacion critica o infeccion local
(seglin la revision de Chadwick et al.,2 ). En este estudio, se
confirmé el efecto antibacteriano mediante la union
irreversible y la inhibicion del crecimiento de las bacterias
unidas utilizando un método de ensayo in
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Preguntas para la reflexiéon

e ;Por qué es importante evaluar con precision los
diferentes mecanismos de la actividad antibacteriana?

® ;Qué muestra este estudio con respecto a la versatilidad de los
apositos recubiertos con cloruro de dialquilcarbamoilo en el
tratamiento de heridas?

e ;Como pueden los apositos con mecanismos de inactivacion
pasiva ayudar a reducir la propagacion de bacterias resistentes?

, la norma JIS L 1902. El rendimiento antibacteriano del
aposito recubierto con DACC no se vio afectado en el rango
de pH tipico de las heridas de dificil cicatrizacidén, y se
mantuvo durante las etapas posteriores de reinfeccion.

En conclusion, se puede suponer, por lo tanto, que este tipo de
aposito es beneficioso para controlar la carga microbiana de la
herida. También existe un creciente conjunto de pruebas clinicas
que ilustran que los apositos recubiertos de DACC pueden
utilizarse con éxito para prevenir y tratar las infecciones de
heridas, reduciendo el consumo global de antibidticos.!? De este
modo, los apositos recubiertos de DACC contribuyen a respaldar
la estrategia AMS. JWC
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