Hispanoamericana
de Hernia

www.grupoaran.com

Original

Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana -~

. A . =q [=
de diversas suturas quiruargicas provistas de

clorhexidina frente a triclosan

Bdrbara Pérez-Kohler'>4, Marta Rodriguez?3#, Selma Benito>*%, Gemma Pascual’>*,
Juan M. Bellon?3#

'Departamento de Medicina y Especialidades Médicas. Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud. Universidad de Alcala. Alcala

de Henares, Madrid (Espafia). “Departamento de Cirugfa, Ciencias Médicas y Sociales. Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud.
Universidad de Alcald. Alcala de Henares, Madrid (Espafia). *Centro de Investigacion Biomédica en Red en Bioingenierfa, Biomateriales
y Nanomedicina (CIBERBBN). Madrid (Espafia). “Instituto Ramén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS). Madrid (Espafia)

Resumen

Introduccién: El empleo de suturas quirargicas y otros dispositivos implantables con actividad antibacteriana
puede representar una estrategia de interés clinico para reducir las infecciones posoperatorias. En el presente estudio se
ha valorado el comportamiento de diversas suturas antimicrobianas provistas de los antisépticos clorhexidina (Assufil
Plus, Monofil Plus y Assufil Mono Plus) o triclosan (Vicryl Plus, Monocryl Plus y PDS Plus) en un modelo experi-
mental in vitro de infeccion bacteriana.

Meétodos: Fragmentos estériles de las distintas suturas (longitud de 1 cm, calibre 2-0), asi como de sus respectivos
s controles (misma sutura, sin antiséptico), fueron inoculados con 10° UFC/mL de Staphylococcus aureus (sensible/
Recibido: 27-07-2018 resistente a meticilina, S. epidermidis, no formador/formador de biofilm) y Escherichia coli. Durante un periodo de
Aceptado: 03-09-2018 24-72 horas, se evaluo la capacidad de estos materiales para desarrollar zonas de inhibicion (test de difusion en agar),
alterar el crecimiento bacteriano en cultivo (turbidez) e impedir la adhesion bacteriana a su superficie (sonicacion,
microscopia electronica de barrido).

Palabras clave: Resultados: Mientras que las suturas control se encontraron fuertemente colonizadas, todas las suturas provistas

Adhesion bacteriana, antisépticos, de clorhexidina o de triclosan desarrollaron halos de inhibicion estables sobre la superficie del agar. De forma similar,

clorhexidina, infeccién posoperatoria la presencia de estos materiales en el cultivo evito el crecimiento bacteriano, asi como la adhesion de los microorga-
> 5

nismos a su superficie.
Conclusion: El comportamiento de las suturas antimicrobianas provistas de clorhexidina o triclosan es adecuado
en condiciones experimentales in vitro. Con ambos antisépticos se evita la adhesion bacteriana al material de sutura.

suturas, triclosan.
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Abstract

Introduction: The use of surgical sutures and other implantable devices with antimicrobial properties may repre-
sent a clinically relevant strategy to reduce the development of postoperative infections. To determine the performance
of several commercially available antimicrobial sutures coated with the antiseptics triclosan (Vicryl Plus, Monocryl
Plus, PDS Plus) or chlorhexidine (Assufil Plus, Monofil Plus, Assufil Mono Plus), an in vitro model of bacterial in-
fection was utilized.

Methods: Sterile fragments (1 cm length, 2-0 caliber) of the experimental and control sutures (same material, with-
out antiseptic) were inoculated with 10° CFU/mL of Staphylococcus aureus (methicillin sensitive/resistant), Staphy-
lococcus epidermidis, (non-biofilm developer/biofilm developer) and Escherichia coli. Over a study period of 24-72
hours, the capacity of these devices to develop inhibition zones (agar diffusion test), impair microbial growth in culture
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INTRODUCCION

Las suturas quirargicas desempefian un papel muy importante
en los procedimientos de reparacion de tejidos y cierre de heri-
das. Con independencia de su composicion polimérica (materiales
absorbibles o no absorbibles) y su arquitectura (monofilamento
o multifilamento), las suturas deben promover una correcta cica-
trizacion de la herida' y, de forma ideal, evitar la adherencia de
microorganismos a su superficie. Sin embargo, en un escenario
de infecciodn, las suturas se convierten en un factor potencial de
riesgo al actuar como vehiculo para la entrada de bacterias al
interior de la herida®3. Algunas estimaciones sugieren que la pre-
sencia de estos materiales en el area quirargica reduce hasta en
10 000 veces el numero de bacterias necesarias para desarrollar
una infeccion en la zona afectada*. Las suturas infectadas, entre
otras complicaciones, prolongan la reaccion inflamatoria y alteran
el proceso cicatricial?, 1o que causa un impacto en el comporta-
miento biomecanico de la propia sutura, asi como en el proceso
de reparacion tisular.

La colonizacion bacteriana de las suturas quirtrgicas se relacio-
na muy estrechamente con el desarrollo de infecciones del sitio
quirargico (ISQ)®. Las ISQ son complicaciones posoperatorias que
pueden llegar a tener serias consecuencias a nivel clinico al incre-
mentar las tasas de morbilidad y mortalidad y requerir en muchas
ocasiones la reintervencion del paciente®’. En cirugia abdominal,
a pesar de los protocolos de asepsia y antisepsia empleados?, la
tasa de ISQ es elevada: se encuentra cercana al 15 %° y puede
variar en funcion del area quirargica y de la técnica empleada'.
Ademas, las ISQ intraabdominales constituyen un importante fac-
tor de riesgo para el desarrollo de hernias incisionales!.

Una de las estrategias disenadas con el objetivo de reducir las
tasas de ISQ consiste en incluir en las suturas agentes antimicro-
bianos capaces de evitar la adhesion bacteriana a su superficie, lo
que previene el desarrollo de la infeccién'?. Las primeras suturas
antimicrobianas de uso clinico contienen como agente activo tri-
closan, un antiséptico de tipo no iénico ampliamente utilizado en
la produccion de desinfectantes quirtrgicos tales como jabones,
cepillos y lociones'. La actividad antibacteriana de estos materia-
les es inmediata y de amplio espectro, tal y como ha sido demos-
trado en numerosos estudios in vitro*>%121%16 y preclinicos>*!7-!8,
A pesar de los buenos resultados experimentales reportados, los
estudios clinicos exponen datos controvertidos. Resultados re-
copilados en diversos metaanalisis!®?! indican que la efectividad

(turbidity) and hinder bacterial adhesion to their surface (sonication, scanning electron microscopy) was assessed.
Results: While the control sutures were strongly contaminated, all the chlorhexidine- and triclosan-coated sutures
developed stable inhibition zones on the agar plates. Likewise, the presence of these devices hindered microbial
growth in culture and fully avoided bacterial adhesion to their surface.
Conclusion: The performance of the antimicrobial sutures containing chlorhexidine or triclosan was adequate
under in vitro conditions. Both antiseptics hindered bacterial adhesion to the suture materials.

de las suturas con triclosan puede variar notablemente en fun-
cion del territorio quirtrgico en el que sean empleadas.

Si bien las suturas con triclosan son las mas conocidas, en los
ultimos afios se han desarrollado otras suturas antimicrobianas de
uso clinico provistas de clorhexidina, un antiséptico cuya eficacia
para el recubrimiento profilactico de diversos materiales protési-
cos ha sido previamente demostrada por nuestro grupo®. Aunque
hasta la fecha no existen datos clinicos sobre la efectividad de las
suturas con clorhexidina, estudios recientes han demostrado la
utilidad de incorporar este antiséptico en el desarrollo de suturas
antimicrobianas®?2*,

El objetivo del presente estudio ha sido determinar la actividad
antibacteriana de una serie de suturas quirargicas de uso clinico
actualmente comercializadas, las cuales se encuentran recubiertas
por los antisépticos triclosan o clorhexidina. El rendimiento de
estos materiales se evalué mediante un modelo experimental in vi-
tro de infeccion bacteriana provocada por Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli, que representan
los tipos de microorganismos mas comunmente asociados con el
desarrollo de infecciones posoperatorias en territorio abdominal.

MATERIAL Y METODOS
Suturas quiruargicas

Las suturas quirtrgicas utilizadas en este estudio son de uso
clinico y estan actualmente comercializadas en la Unién Europea.
Estan fabricadas con materiales absorbibles de 4cido poliglicolico
(PGA), poliglactina 910 (PG910), poli-(glicélido-co-E-caprolac-
tona) (PGCL) o polidioxanona (PDO). En total, se han empleado
6 suturas antimicrobianas, 3 de ellas provistas del antiséptico clor-
hexidina (Assut Europe, Roma, Italia) y las otras 3 de triclosan
(Ethicon Endo-Surgery, Ohio, EE. UU.). A modo de control, se
han empleado en todos los experimentos otras 6 suturas quirtrgi-
cas de idéntica composicion, pero sin recubrimiento antimicrobia-
no. Todas las suturas utilizadas tenian un calibre de 2-0.

Suturas antimicrobianas con clorhexidina
— Assufil Plus (A+): multifilamento, trenzada, PGA.

— Monofil Plus (MF+): monofilamento, PGCL.
— Assufil Mono Plus (AM+): monofilamento, PDO.
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Suturas antimicrobianas con triclosdn

— Vicryl Plus (V+): multifilamento, trenzada, PG910.
— Monocryl Plus (MC+): monofilamento, PGCL.
— PDS Plus (P+): monofilamento, PDO.

Suturas convencionales (control)

— Assufil (A): multifilamento, trenzada, PGA.
— Monofil (MF): monofilamento, PGCL.

— Assufil Mono (AM): monofilamento, PDO.
— Vieryl (V): multifilamento, trenzada, PG910.
— Monocryl (MC): monofilamento, PGCL.

— PDS (P): monofilamento, PDO.

Preparacion de las muestras

Para cada tipo de sutura, se utilizaron 3 sobres estériles que
contenian 70 cm de material cada uno. Bajo condiciones estériles,
las suturas se cortaron en fragmentos de 1 cm y se almacenaron
en placas de tipo Petri al resguardo de la luz hasta su utilizacion.
Los fragmentos de cada sutura fueron contaminados intencionada-
mente con cinco cepas de microorganismos con el fin de evaluar la
eficacia antimicrobiana del recubrimiento y la adherencia bacteria-
na a su superficie. Con el fin de evitar contaminaciones cruzadas
entre las muestras, todos los procedimientos se llevaron a cabo
de forma independiente para cada una de las cepas bacterianas
descritas a continuacion.

Microorganismos

La contaminacion bacteriana se llevo a cabo con distintas cepas de
microorganismos (4 cepas grampositivas y 1 gramnegativa) proce-
dentes de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia,
Espafia), a una concentracion de 1-1.5 x 10° UFC/mL (UFC: unidad
formadora de colonia). Los microorganismos empleados fueron:

— §. aureus ATCC25923 (Sa).

— S. aureus resistente a meticilina ATCC43300 (MRSA).

— S. epidermidis ATCC12228 (Se).

— 8. epidermidis formador de biofilm ATCC35984 (Se-biofilm).

— E.coli ATCC25922 (Ec).

Preparacion de los inéculos

Las distintas cepas bacterianas se encontraban almacenadas
a -80 °C en crioviales. Tras descongelar cada vial, las bacterias
fueron sembradas en placas de agar de lisogenia (LB) e incubadas
durante 24 horas a 37 °C. De cada placa, una sola colonia fue
inoculada en 25 mL de caldo de cultivo LB e incubada durante
toda la noche a 37 °C. La absorbancia del cultivo se midié en un
espectrofotometro (OD ) y ajustada con suero salino 0.9 % esté-
ril hasta alcanzar una absorbancia equivalente a un inéculo 1-1.5 x
108 UFC/mL. Para obtener la concentracion deseada de 10° UFC/
mL, se prepararon dos diluciones decimales seriadas en suero
salino a partir del cultivo determinado por espectrofotometria.
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Control de la dosis de inoculaciéon

El nimero de UFC en cada suspension bacteriana se determind
mediante recuento en placa de agar, por triplicado. Usando el
inodculo de 10° UFC/mL, se realizaron cinco diluciones decimales
seriadas en suero salino y 100 pL de cada dilucion se sembraron
en placas de agar LB. Tras 24 horas de incubacion a 37 °C se
realizd un recuento de colonias viables con el fin de determinar la
concentracion del indculo. El calculo de la concentracion bacteria-
na en cada inoculo se realizo6 con la siguiente formula: UFC/mL =
nimero de UFC x factor de dilucion (10x) X volumen sembrado
(0,1 mL).

Actividad antibacteriana de las suturas

La actividad antibacteriana de las suturas se valoré mediante
una variacion del test de difusion en agar. Para cada cepa bacteria-
na, se inocularon en césped diversas placas de agar LB utilizando
el indculo 10° UFC/mL previamente establecido. A continuacion,
se depositaron individualmente sobre cada placa un fragmento
de la sutura antibacteriana y su correspondiente control (n = 10
fragmentos para cada tipo de sutura y cepa bacteriana). Las pla-
cas se incubaron a 37 °C durante 3 dias. En intervalos de 24 horas,
se evaluaron las placas para determinar la formacion de halos de
inhibicion en el agar. En aquellos fragmentos que tuvieron acti-
vidad antibacteriana, se midieron los didmetros mayor y menor
y se calcul6 el area del halo de inhibicion (cm?) con la siguiente
formula: area = [| X R x r, donde R = didmetro mayor/2 y r =
diametro menor/2. Las mediciones de los halos de inhibicion se
llevaron a cabo usando un software para el analisis de imagen
debidamente calibrado (Image J, Instituto Nacional de Salud de
EE. UU.; http://imagej.nih.gov/ij/).

Inhibicion del crecimiento bacteriano en cultivo

Fragmentos estériles de las distintas suturas se introdujeron in-
dividualmente en el interior de placas multipocillo P-6 (n =4 frag-
mentos para cada tipo de sutura y cepa bacteriana) y se hidrataron
con 3 mL de caldo de cultivo LB. Seguidamente, cada pocillo
fue contaminado con 1 mL del inéculo 10 UFC/mL correspon-
diente y las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. A lo
largo de diferentes tiempos de estudio (0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas),
se tomaron diversas alicuotas de 100 pL, cuya absorbancia fue
medida (OD, ) utilizando un lector de microplaca iMark (Bio-
Rad Laboratories, California, EE. UU.) con el fin de determinar
la influencia de la sutura antimicrobiana en el crecimiento del
cultivo, en comparacion con las suturas control. Como blanco de
las mediciones se empleo una dilucion 3:1 de caldo de cultivo LB
y suero salino estéril.

Adherencia bacteriana a la superficie de la sutura

Los fragmentos se introdujeron en placas multipocillo, se hidra-
taron con caldo de cultivo LB, se inocularon con 10° UFC/mL y
se incubaron a 37 °C durante 24 horas siguiendo la metodologia
descrita anteriormente (n = 5 fragmentos para cada tipo de sutura
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y cepa bacteriana). Tras la incubacion, los fragmentos se lavaron
cuidadosamente en 1 mL de suero salino estéril para eliminar las
bacterias no adheridas e inmediatamente se sumergieron en tubos
estériles con 10 mL de agua peptonada (suero salino con peptona
bacterioldgica 0.1 % p/v). Los tubos se sonicaron durante 10 mi-
nutos a 40 KHz mediante inmersion en un baflo de ultrasonidos
Bransonic 3800-CPXH (Branson Ultrasonics, Connecticut, EE.
UU.). El sobrenadante de cada tubo se mezclo exhaustivamente
con vortex durante 1 minuto y se realizaron 5 diluciones decima-
les seriadas en agua peptonada, que se utilizaron para efectuar
un recuento en placa de agar y cuantificar el nimero de colonias
viables, siguiendo la metodologia descrita previamente. El nivel
minimo de deteccion se estableci6 en 3 x 10> UFC/mL. Los re-
sultados se expresaron como la media del nimero de bacterias
viables adheridas a cada tipo de sutura.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Los fragmentos se introdujeron en placas multipocillo, se hidra-
taron con caldo de cultivo LB, se inocularon con 10° UFC/mL y
se incubaron a 37 °C durante 24 horas siguiendo la metodologia
descrita anteriormente (n = 5 fragmentos para cada tipo de sutura
y cepa bacteriana). Tras la incubacion, se lavaron cuidadosamente
con 1 mL de suero salino estéril, se fijaron con glutaraldehido
3 % durante 2 horas y se lavaron con tampén Millonig (pH 7,3).
Seguidamente, las muestras se deshidrataron mediante incuba-
ciones en una serie de alcoholes de gradacion ascendente (etanol
30 %, 50 %, 70 %, 90 % y 100 %, incubaciones de 15 minutos
cada una), se sometieron a punto critico para su total desecacion
con un equipo Polaron CPD7501 (Fisons Instruments, Ipswich,
Inglaterra), se metalizaron con oro-paladio y se visualizaron en
un microscopio electronico de barrido Zeiss DSM950 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemania). Fragmentos estériles de todas las sutu-
ras se visualizaron también a MEB para observar su estructura y
compararla con la de los fragmentos inoculados.

Andlisis estadistico

Las comparaciones entre las distintas suturas se llevaron a cabo
en base a su composicion polimérica (PGA/PG910; PGCL; PDO)
y a la cepa contaminante (Sa; MRSA; Se; Se-biofilm; Ec). Los da-
tos recolectados de los diferentes procedimientos se representaron
como la media + error estandar de la media. El analisis estadistico
se realizo mediante analisis unidireccional de la varianza (ANO-
VA) utilizando el test de Bonferroni como prueba post hoc. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con el paquete informatico
GraphPad Prism 5 (La Jolla, California, EE. UU.) para Windows.
El nivel de significacion se establecio en p < 0.05.

RESULTADOS
Control de los inéculos
La cuantificacion de las diferentes suspensiones bacterianas ela-

boradas para inocular las suturas demostro que la carga bacteriana
de cada indculo estaba dentro de los parametros esperados. Para

cada cepa, los valores medios cuantificados fueron los siguientes:
1,37 x 10 UFC/mL (Sa); 1,48 x 10 UFC/mL (MRSA); 1,43
x 10 UFC/mL (Se); 1,29 x 10° UFC/mL (Se-biofilm) y 1,36 x
10 UFC/mL (Ec).

Caracterizacion de la superficie
de las distintas suturas

Las observaciones a MEB realizadas sobre fragmentos estériles
de las suturas convencionales empleadas como control permitie-
ron visualizar el aspecto multifilar de los materiales trenzados A
y 'V, asi como la estructura monofilar de los materiales MF, AM,
MC y P. Desde un punto de vista estructural, la presencia de clor-
hexidina o triclosan en las suturas antimicrobianas no provoco
modificaciones relevantes en la superficie de estos materiales con
respecto a las suturas control (fig. 1).

Actividad antibacteriana de las suturas

Tras 24 horas de la inoculacion de los materiales, los fragmen-
tos correspondientes a los materiales antimicrobianos fueron ca-
paces de desarrollar halos de inhibicion en todos los casos, hecho
que no se observo en las suturas control. Las zonas de inhibicion
se mantuvieron estables durante todo el periodo de estudio, sin
que se produjera crecimiento bacteriano alguno en su interior. De
forma general, el tamafio de los halos producidos por las suturas
provistas de triclosan fue mayor que los desarrollados por las sutu-
ras recubiertas con clorhexidina, con la tnica excepcion de las su-
turas multifilamento (A+, V+) inoculadas con Ec (fig. 2). Debido a
que el area de las zonas de inhibicion fue practicamente la misma
en todos los tiempos de estudio, los resultados de la cuantificacion
se han simplificado (tabla I), proporcionando inicamente los valo-
res correspondientes al altimo tiempo (72 horas). A continuacion,
se describen las diferencias mas relevantes observadas para cada
grupo de suturas, de acuerdo con su composicion polimérica:

— Suturas de PGA/PG910. El area de los halos de inhibicion
producidos por A+ y V+ presento la siguiente jerarquia: Se
> Se-biofilm > Sa > MRSA > Ec. Los halos provocados por
V+ fueron significativamente mayores que los de A+ en los
casos contaminados con Sa (p < 0.001), MRSA (p <0.001),
Se (p <0.001) y Se-biofilm (p < 0.001). En el caso de Ec,
los halos fueron de mayor amplitud para A+, aunque esta
diferencia no tuvo relevancia estadistica.

— Suturas de PGCL. El area de los halos de inhibicion produ-
cidos por MF+ y MC+ present0 la siguiente jerarquia: Se >
Se-biofilm > MRSA > Sa > Ec. La amplitud de estos halos
fue mayor para MC+ que para MF+ en todos los casos, con
relevancia estadistica ante la inoculacion con Sa (p <0.001),
MRSA (p <0.001), Se (p <0.001) y Se-biofilm (p < 0.001).

— Suturas de PDO. En consonancia con los resultados recolec-
tados para las anteriores suturas monofilares, el area de los
halos de inhibicion producidos por AM+ y P+ presento la
siguiente jerarquia: Se > Se-biofilm > MRSA > Sa > Ec. El
tamano de los halos producidos por P+ fue mayor que los de
AM-+ en todos los casos, especialmente ante la inoculacién
con Sa (p < 0.001), MRSA (p < 0.001), Se (p <0.001) y
Se-biofilm (p < 0.001).

Rev Hispanoam Hernia. 2019;7(3):87-99
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Clorhexidina

PGA/PG910

Assufil (A)

PGCL

PDO

Assufil Mono (AM)

Assufil Moho Plus (AM=+)

Triclosan

Monocryl (MC) Monocryl Plus (MC+)

PDS (P) PDS Plus (P+)

Figura 1. Caracterizacion de la superficie de las suturas control y antimicrobianas utilizadas en el estudio (MEB, 1000x; barras de escala: 10 pm).

Influencia de las suturas antimicrobianas
en el crecimiento bacteriano

Para valorar la influencia de las suturas antimicrobianas en el
crecimiento de una poblacion bacteriana, los microorganismos
se cultivaron bajo condiciones estaticas ante la presencia de
suturas convencionales o antimicrobianas. Los resultados de
este ensayo demostraron que las suturas control no ejercian
ningun efecto directo sobre la poblacion bacteriana, sin que
se alterara su cinética de crecimiento tras 24 horas en culti-
vo. Los valores de absorbancia registrados para estos cultivos
mostraron un crecimiento exponencial de todas las cepas bac-
terianas durante las primeras 8 horas de estudio, alcanzando
una fase estacionaria de crecimiento tras 24 horas. Por el con-
trario, todos los materiales antimicrobianos testados, tanto los
provistos de clorhexidina como de triclosan, lograron inhibir
el crecimiento de la poblacion bacteriana durante el tiempo de
estudio establecido, y la absorbancia de estos cultivos se man-
tuvo sin cambios durante todo el periodo de estudio (fig. 3).
El analisis estadistico revelo que, tras 4 horas de la inocula-
cidn, los cultivos de Ec con suturas control habian alcanzado
unos valores significativamente mayores en comparacion con
los mismos cultivos en presencia de suturas antimicrobianas
(p < 0.001). De forma secuencial, este evento fue registra-
do tras 6 horas para los cultivos de Sa (p < 0.001) y MRSA
(p <0.01), y tras 8 horas para los de Se (p <0.01) y Se-biofilm
(p <0.001).
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Efecto de las suturas en la adhesién bacteriana

La capacidad de las suturas antimicrobianas para inhibir la ad-
hesion bacteriana a su superficie se valord por métodos cuantita-
tivos (sonicacion) y cualitativos (MEB).

La cuantificacion de la adhesion bacteriana revel6 una total ausen-
cia de microorganismos viables en la superficie de todas las suturas
antimicrobianas ensayadas, con independencia del tipo de antiséptico
presente en el material y de su morfologia multifilar o monofilar. Por
el contrario, las suturas control se encontraron fuertemente contami-
nadas en todos los casos, especialmente en el caso de los materiales
trenzados (A, V), que presentaron unos recuentos bacterianos que
oscilaron entre 1y 3 drdenes de magnitud por encima de los obtenidos
para los materiales monofilares (MF, MC, AM, P). El analisis esta-
distico de la cuantificacion de la adhesion bacteriana de las distintas
cepas para cada tipo de sutura se encuentra resumido en la figura 4.

En consonancia con estos resultados, las observaciones a MEB
revelaron que la superficie de todas las suturas antibacterianas
estaba libre de bacterias, con lo que se demostraba asi la capacidad
antiadhesiva de estos materiales. De forma similar, se comprob6
que las suturas control se encontraban completamente colonizadas
por bacterias. Debido a su naturaleza multifilar, las suturas Ay V
presentaron nichos con alta densidad de microorganismos alojados
en las areas entre dos filamentos adyacentes (fig. 5). En el caso
de las suturas monofilares (MF, MC, AM, P), estas se encontra-
ban cubiertas en su totalidad por una capa gruesa y continua de
bacterias (figs. 6 y 7).
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Figura 2. Imagenes macroscopicas de las zonas de inhibicion creadas por las suturas antimicrobianas tras 72 horas de la inoculacion con los diferentes
microorganismos. Cada tipo de sutura antimicrobiana se acompafia de su correspondiente sutura control (flecha).

Tabla I. Zonas de inhibiciéon desarrolladas por las distintas suturas antimicrobianas testadas tras 72 horas

de la inoculacion

Area (cm?) de las zonas de inhibicién

Material Sutura Antiséptico Sa MRSA Se Se-biofilm Ec
A+ Clorhexidina 2.08 +0.07 1.96+0.10 2.68 £ 0.08 254+0.13 1.50+ 0.04
PGA/PG910
V+ Triclosan 414 +0.15 3.99 £ 0.09 6.13 £ 0.11 5.19 £ 0.08 1.10 + 0.05
— MF+ Clorhexidina 1.46 + 0.07 1.47 +0.07 1.91 +0.09 1.59+0.13 1.09 + 0.04
MC+ Triclosan 4.21£0.20 5.44 + 0.41 8.28+0.36 7.22+0.26 1.45+0.13
500 AM+ Clorhexidina 1.47 £0.08 1.53+0.07 220+0.13 1.77 £ 0.06 0.96 + 0.06
[P Triclosan 3.87+0.14 436 +0.22 7.07 £0.12 6.03 £ 0.23 1.48 + 0.06

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media y corresponden a un total de 10 muestras por tipo de suturay cepa
contaminante. Los valores obtenidos en los tiempos de estudio anteriores (24 y 48 horas tras la inoculacién) son equivalentes a los representados.
A+ Assufil Plus; AM+: Assufil Mono Plus; Ec: E. coli; MC+: Monocryl Plus; MF: Monofil Plus; MRSA: S. aureus persistente a meticilina; P+: PDS Plus;
Sa: S. aureus,; Se: S. epidermidis; Se-biofilm: S. epidermidu formador de biofilm, V+: Vicryl Plus.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de los diferentes cultivos bacterianos tras 24 horas de cultivo en presencia de suturas control o antimicrobianas.
Las graficas representan la media + error estandar de la media de la absorbancia, registrada para los distintos cultivos en cada tiempo de estudio.

DISCUSION

La mayoria de los procedimientos quirurgicos llevados a cabo
en la actualidad implican la utilizacion de suturas. Estos materiales
se emplean en todo tipo de intervenciones quirtrgicas y su uso a
nivel global se estima en mas del 80 % de los casos®. Por lo tanto,
las suturas constituyen el dispositivo de cierre mas cominmente
empleado en todo el mundo, muy por encima de otros materiales,
como las grapas o los adhesivos tisulares®. Debido al elevado
numero de actos quirurgicos en los que se utilizan suturas, y dada
la estrecha relacion de estos materiales con el desencadenamiento
de ISQ, el disefio de suturas capaces de inhibir la adhesion, colo-
nizacion y posterior propagacion de microorganismos a lo largo
de los tejidos circundantes podria ser una estrategia clave para
reducir la tasa de infecciones.

Las suturas antimicrobianas evaluadas en este estudio contie-
nen en su formulacion clorhexidina o triclosan, dos agentes anti-
sépticos con demostrada efectividad en aplicaciones clinicas. La
dosis de antiséptico presente en estos materiales no siempre es
conocida, ya que los fabricantes suelen proporcionar informacion
limitada al respecto®. Si bien no disponemos de detalles acerca
de la carga de clorhexidina en las suturas testadas, existen datos

Rev Hispanoam Hernia. 2019;7(3):87-99

en la literatura que informan sobre las concentraciones de triclo-
san presentes en estos materiales. La dosis de triclosan presente
en el material multifilamento (Vicryl Plus) varia entre EE. UU.
y Europa (de 472 pg/my 270 pg/m, respectivamente®?’*%); en el
caso de las suturas monofilamento (Monocryl Plus y PDS Plus),
estas contienen 2360 pg/m? en todos los casos.

La cantidad de antiséptico presente en las suturas podria
determinar su capacidad antibacteriana. De forma general, los
antisépticos empleados a bajas dosis suelen ir asociados de un
efecto bacteriostatico, mientras que un incremento en su con-
centracion daria lugar a un efecto bactericida®-!. A pesar de que
existen trabajos en los que se describe un efecto bacteriostatico
por parte de las suturas con triclosan cuando se enfrentan a S.
aureus®* y E. coli®, nuestros resultados indican que, tanto las su-
turas con triclosan como las que contienen clorhexidina, ejercen
un claro efecto bactericida sobre los microorganismos testados,
ya sean grampositivos o gramnegativos. Estos antisépticos no
solo se difundieron rapidamente, lo que permitio el desarrollo
de zonas de inhibicion estables, sino que evitaron por completo
el crecimiento bacteriano en el entorno y evitaron la adhesion
a su superficie. En conjunto, estos resultados demuestran que
las suturas provistas de clorhexidina y triclosan son capaces de
evitar la colonizacion bacteriana.
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Figura 4. Cuantificacion de la adhesion bacteriana a la superficie de
las diferentes suturas convencionales y resumen del analisis estadistico
(ANOVA + Bonferroni). Los materiales antimicrobianos, al no presentar
recuento positivo en ninguno de los casos, no se encuentran representa-
dos en las graficas. Las diferencias estadisticas encontradas en funcion
de la composicion de las suturas son: A: A frente a V (p < 0.01); X: MF
frente a MC (p < 0.05); IT: AM frente a P (p < 0.01). Las diferencias
estadisticas encontradas en funcion de la cepa inoculada son: f: frente a
Sa (p <0.001); #: frente a MRSA (p < 0.05); 0: frente a Se (p < 0.05); y:
frente a Se-biofilm (p < 0.001); ¢: frente a Ec (p < 0.001); I: frente a Se
(p <0.001); €: frente a Se-biofilm (p < 0.05).

Hasta la fecha, son pocos los datos existentes en la literatura
acerca de la efectividad de suturas antimicrobianas provistas de
clorhexidina®, mientras que las suturas con triclosan han sido
ampliamente estudiadas desde que fueron aprobadas por la Ad-
ministraciéon de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA)
en el afio 2002"%. A pesar de que la mayoria de los estudios des-

criben una eficacia de estos materiales bajo condiciones in vitro,
algunos autores cuestionan estos hechos. Matl y cols.* desarro-
llaron un modelo de infeccioén causada por S. aureus para com-
parar el comportamiento de Vicryl Plus frente a suturas de PGA
recubiertas experimentalmente con los antisépticos octenidina o
clorhexidina en combinacion con acidos grasos. Observaron que
la sutura con triclosan tenia un efecto mas débil que los prototipos
disefiados con los otros antisépticos. De modo similar, Li y cols.*?
registraron una mayor actividad en unas suturas experimentales
de PGA recubiertas con un copolimero sintético ([animoetil me-
tacrilato]-co-[butil metacrilato]) en comparacion con Vicryl Plus,
cuando los materiales se inoculan con S. aureus. En ambos estudios
se describe una leve actividad bacteriostatica por parte de la sutura
provista de triclosan al permitir la adhesion bacteriana tras apro-
ximadamente 10 horas de la inoculacion. Estos datos contrastan
con nuestros resultados, en los que hemos demostrado que todas
las suturas con triclosén (Vicryl Plus, Monocryl Plus y PDS Plus)
inhiben por completo el crecimiento bacteriano en un periodo de
24 horas, tiempo durante el cual no se produce ni adhesion ni colo-
nizacion bacteriana de la superficie de estos materiales. Estos datos
nos permiten avalar afirmaciones previas sobre la eficacia de las
suturas antimicrobianas>>®!2415 Agimismo, nuestros resultados
experimentales demuestran que el rendimiento de las suturas pro-
vistas de clorhexidina (Assufil Plus, Monofil Plus y Assufil Mono
Plus) es muy similar al ejercido por los materiales con triclosan.

Aunque en condiciones experimentales presentan un compor-
tamiento 6ptimo, la utilizacion de las suturas antibacterianas para
reducir las tasas de infecciones posoperatorias es motivo de deba-
te'*2!. En un estudio prospectivo de cierre de pared abdominal, Jus-
tinger y cols.3* observaron que el uso de Vicryl Plus se asociaba a
una significativa reduccion en el porcentaje de ISQ en comparacion
con las suturas convencionales. En un posterior estudio con 856 pa-
cientes, observaron una disminucion significativa en la tasa de ISQ
tras el cierre abdominal con PDS Plus en comparacion con PDS
convencional®. De forma similar, existen datos que avalan la efec-
tividad de estas dos suturas antimicrobianas en la reduccion de la
tasa de ISQ tras cirugia colorrectal’**’. Todos estos resultados son
drasticamente diferentes a otros hallazgos obtenidos en diferentes
territorios quirfirgicos, tales como cirugia gastroenterologica®, cie-
rre de laparotomia media®’, reconstruccién mamaria®’, cancer de
cabeza y cuello, cierre esternal® o cirugia intraoral en presencia
de bacterias anaerobias*>. En estos casos, los datos recolectados no
apoyan la capacidad de las suturas con triclosan para reducir las ta-
sas de [SQ. A pesar de estas controversias, las guias de prevencion
redactadas por los centros de control de enfermedades de EE. UU.
(CDC) aconsejan de un modo sutil la utilizacion de suturas con
triclosan para prevenir las ISQ. Basan dicha recomendacion en un
balance coste-beneficio positivo para estos materiales®.

En un reciente metaanalisis, Henriksen y cols.* evaluaron un to-
tal de 8 estudios clinicos aleatorizados sobre la incidencia de ISQ en
el cierre de fascia abdominal empleando distintas suturas con triclo-
san (Vicryl Plus y PDS Plus). Comprobaron que solamente la sutura
multifilamento era capaz de reducir las tasas de infeccion, a pesar
de que ambos materiales contienen el mismo antiséptico. Estos re-
sultados indican que la arquitectura y la composicion quimica de las
suturas antimicrobianas son factores que deben tenerse en cuenta a
la hora de valorar la efectividad clinica de estos dispositivos.

Debido a que no existe una sutura universal, la eleccion del
material mas adecuado para cada caso es una responsabilidad
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Figura 5. Microfotografias de las suturas multifilamento trenzadas de PGA/PG910 tras 24 horas de la inoculacion con los diferentes microorganismos.
La superficie de las suturas control se encuentra completamente colonizada por las bacterias (flechas), especialmente en las zonas entre dos filamentos
adyacentes. Las suturas antimicrobianas no presentan bacterias vivas adheridas a su superficie (MEB, 1000x; barras de escala: 10 pm).

que recae sobre el cirujano y su equipo®. En este sentido, las de las suturas antimicrobianas con el fin de recolectar y compilar la
suturas antimicrobianas podrian jugar un papel fundamental si mayor cantidad de datos experimentales y clinicos que puedan jus-
su habilidad para reducir el riesgo de infecciones posoperato- tificar la eleccion de estos materiales en situaciones de alto riesgo.
rias estuviera claramente demostrada®. La falta de consenso ac- El presente estudio surgié como consecuencia de esa necesi-
tual pone de manifiesto la necesidad de profundizar en el estudio dad, y aporta diversos datos sobre la eficacia de estos materiales

Rev Hispanoam Hernia. 2019;7(3):87-99
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Figura 6. Microfotografias de las suturas monofilamento de PGCL tras 24 horas de la inoculacion con los diferentes microorganismos. La superficie
de las suturas control se encuentra completamente colonizada (flechas), mientras que las suturas antimicrobianas no presentan bacterias vivas adheridas

a su superficie (MEB, 1000x; barras de escala: 10 pm).

para evitar la adhesion bacteriana a su superficie. Sin embargo,
hay que destacar que, al tratarse de un modelo experimental in
vitro, los resultados obtenidos no nos permiten determinar la
capacidad real de las suturas antimicrobianas en una situacion
clinica de infeccion bacteriana. Teniendo este hecho en cuenta,
consideramos que las suturas provistas de clorhexidina tienen

un comportamiento muy similar al ejercido por sus homoélo-
gas con triclosan. En combinacion con una adecuada profilaxis
preoperatoria, el empleo de estas suturas podria ser util para evi-
tar la colonizacion bacteriana del material y de la herida quirargi-
ca, participando asi en la prevencion del desarrollo de infecciones
posoperatorias.
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Figura 7. Microfotografias de las suturas monofilamento de PDO tras 24 horas de la inoculacién con los diferentes microorganismos. La superficie de
las suturas control se encuentra completamente colonizada (flechas), mientras que las suturas antimicrobianas no presentan bacterias vivas adheridas a
su superficie (MEB, 1000%; barras de escala: 10 pm).

CONCLUSIONES 2. Las suturas antimicrobianas podrian ser de gran utilidad en
la lucha contra el desarrollo de infecciones posoperatorias,
1. Tanto las suturas provistas de clorhexidina como las de triclo- por lo que es necesario desarrollar modelos experimenta-
san han ejercido una actividad bactericida similar, evitando en les preclinicos y nuevos estudios prospectivos capaces de
todos los casos la adhesion de microorganismos a su superficie determinar la potencial aplicacion clinica de estos dispo-

e inhibiendo el crecimiento bacteriano en el entorno. sitivos.
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