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PREGUNTA 1: ;Cudl es el ciclo de vida del biofilm y el mecanismo de su maduracién?

RESPUESTA: un biofilm puede definirse como una comunidad sésil de microbios caracterizada por organismos que estan conectados a un
sustrato, a una interfaz o uno a otro, estan englobados en una matriz de sustancia polimérica extracelular, y exhiben un fenotipo alterado con
respecto al crecimiento, expresion génicay produccion de proteinas. El ciclo de vida de la infeccion por el biofilm generalmente sigue los pasos de
la adhesion (interaccion entre las bacterias y el implante), laacumulacion (interacciones entre las células bacterianas), la maduracién (formacion
de una estructura 3D viable) y la dispersion/desprendimiento (liberacién de la biopelicula). El ciclo de vida del biofilm es variable dependiendo del
organismo involucrado. Existen caracteristicas en el ciclo de vida de la formacion de biofilm. Estos incluyen la adhesion, la proliferacion/acumula-

cién/maduracién y la dispersion. La biopelicula se puede encontrar como adherente a una superficie o como agregados flotantes.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte (esta es una revision cientifica)

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mds fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Para responder a esta pregunta, los autores buscaron en PubMed y
Google Scholar entre enero de 1950 y agosto de 2018. Las palabras
de bisqueda incluyeron: biofilms, formacién de biofilms, ciclo de
vida del biofilm de estafilococos, microorganismos grampositivos,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), resistencia a los antibiéticos
e infecciones articulares protésicas (IAP). Se revisaron los articulos
relevantes basados en las palabras de bsqueda anteriores.

La mayoria de los estudios encontrados fueron estudios en
animales, estudios de laboratorio, estudios in vivo y algunos es-
tudios clinicos. Debido a limitaciones de tiempo, no se pudo
realizar una revision sistematica completa de la literatura. Un
biofilm puede definirse como una comunidad sésil derivada de
microbios caracterizada por células que estan conectadas a un
sustrato, una interfaz o una a otra, englobadas por una matriz de
sustancia polimérica extracelular y exhiben un fenotipo alterado
con respecto al crecimiento, la expresion génica y la produccion
de proteinas [1]. El grosor de la pelicula biolégica puede variar
entre una sola capa de células y una gran comunidad de células
englobadas dentro de una matriz polimérica. Recientes andlisis
estructurales han demostrado que estos biofilms poseen una ar-
quitectura sofisticada en la cual pueden existir microcolonias en
pilares discretos o estructuras en forma de hongo [2]. Entre estas
estructuras, una red de canales intrincados proporciona acceso a
nutrientes ambientales.

La IAP puede iniciarse por diseminacién hematdgena o por
siembra directa a través de una infecciéon suprayacente, trauma
penetrante o contaminacién durante la implantacién quirtrgica
de las protesis. Independientemente de la fuente de siembra o de
las especies microbianas, la progresion gradual de la infeccion de-
pende de la formacién y maduraciéon de las biopeliculas. El ciclo
de vida de la infeccién por biofilm generalmente sigue los mismos
pasos de adhesion (interaccion entre las bacterias y el implante),
acumulacién (interacciones entre las células bacterianas), madura-
cién (formacién de una estructura 3D viable) y dispersion/despren-
dimiento (liberacion del biofilm). Esta progresion esta mediada
por la interaccion de una serie de factores microbianos, del hués-
pedyambientales, y estos suelen ser diferentes en diversas especies
microbianas o incluso en cepas dentro de las especies. Se puede
observar una progresién rapida cuando se trata de patégenos viru-
lentos que se desarrollan en un huésped susceptible (por ejemplo,

una cepa virulenta de Staphylococcus aureus (S. aureus) en un hués-
ped con inmunosupresién). En contraste, un microbio infectante
con crecimiento lento y baja virulencia (por ejemplo, Cutibacterium
acnes, antes llamado Propionibacterium acnes) en un huésped sano
capaz de suprimir la formacion de biofilm puede producir una in-
feccion indolente con progresion retardada.

Al adoptar este modo de vida sésil, los microbios incorpora-
dos al biofilm disfrutan de varias ventajas sobre sus hermanos en
situacion planctéonica. Una ventaja es la capacidad de la matriz
polimérica para capturar y concentrar una serie de nutrientes
ambientales, como carbono, nitrégeno y fosfato [3]. Otra ventaja
del crecimiento bacteriano dentro del biofilm es que permite la
resistencia a varias estrategias de eliminacién: agentes antimicro-
bianos y antiadherentes, cargas mecanicas tangenciales, accion
de los fagocitos, radicales de oxigeno y proteasas del huésped.
Esta resistencia a los mecanismos antimicrobianos esta potencia-
da porque los microorganismos presentan niveles metabélicos
muy bajos y tasas de multiplicacién celular drasticamente redu-
cidas, y su maxima expresion son los Staphylococcus SCV (varian-
tes de colonias pequenas) [4]. Si bien las tasas metabdlicas bajas
pueden explicar gran parte de las propiedades de resistencia a
los antimicrobianos de las biopeliculas, otros factores también
pueden influir. Uno de estos factores puede ser la capacidad de
las biopeliculas para actuar como una barrera de difusién que
frena la penetracion de algunos agentes antimicrobianos [5]. Por
ejemplo, las especies oxidativas reactivas pueden desactivarse en
las capas externas de la biopelicula mas rapidamente que en las
capas inferiores [6].

La ultima ventaja del modo de crecimiento del biofilm es el
potencial de dispersion al desligarse. Como se menciond, las mi-
crocolonias pueden existir en estructuras discretas, en forma de
hongo. Estas microcolonias pueden desprenderse por el efecto de
cizallamiento del fluido mecanico o por una respuesta programa-
da genéticamente que media el proceso de desprendimiento [7].
Transportada por el flujo de fluidos, esta microcolonia viaja a otras
regiones del huésped para asistir y promover la formacién de bio-
film en areas virgenes. Por lo tanto, el biofilm supone una coloni-
zacién bacteriana persistente, resistente a los agentes antimicro-
bianos, resistente al sistema inmune del huésped, que al mismo
tiempo facilita la propagacién bacteriana a distancia.
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1032 Parte XI Biofilm

Formacion de biofilm de S. aureus

Si bien muchos patégenos bacterianos son capaces de formar bio-
films en una variedad de contextos clinicos, S. aureus es el principal
agente etioldgico asociado con IAP. La fase inicial de la formacién
de biofilm se caracteriza por la adhesion de bacterias plancténicas
a una superficie. En un modo de crecimiento plancténico, S. aureus
regula en forma ascendente la expresién de mediadores clave para
la inmunoinhibicién (por ejemplo, la proteina A) y el ajuste a las
superficies biolégicas. Estos mediadores son una variedad de protei-
nas ancladas en la pared celular, el grupo mas grande de los cuales
se denominan componentes de superficie microbiana que reco-
nocen moléculas de matriz adhesiva (MSCRAMM) [8]. La uni6n de
MSCRAMM a componentes del hospedador tales como fibronectina,
fibrin6geno, colageno y citoqueratina es un primer paso importante
enlaadhesion de S. aureus para iniciar la formacion de biofilm [9]. La
adherencia a las superficies abidticas también estd determinada por
las propiedades y caracteristicas fisicoquimicas de la superficie abié-
tica y de la superficie bacteriana, y las interacciones hidrofébicas y
electrostaticas desempenan un papel importante [10].

Sin embargo, vale la pena sefialar que muchas superficies abio-
ticas, como es el caso de muchos dispositivos médicos implantados,
se recubren rapidamente con componentes de la matriz del huésped
después de la implantacion. Esto ha dado lugar a que todos los inten-
tos de fabricar superficies disefiadas para ser "resistentes al biofilm"
han fracasado in vivo, puesto que el S. aureus no se adhiere a dicho dise-
fo especial, sino a esas superficies una vez recubiertas o acondiciona-
das por las proteinas del huésped [11]. La presencia de una superficie
desvitalizada recubierta con proteinas de la matriz extracelular del
huésped disminuye la dosis infecciosa necesaria para causar una in-
feccién hasta menos de 100 UFC (Unidades Formadoras de Colonias)
deS. aureus,lo que aumenta la capacidad de dicha bacteria para causar
infecciones mediante biopeliculas en més de 75.000 veces [12].

Después de la adhesion inicial, las bacterias proliferan y produ-
cen una matriz extracelular (MEC), a menudo denominada limo o
glicocalix, compuesta de proteinas (derivadas tanto del huésped
como bacterianas), carbohidratos y ADN extracelular (eDNA). Estos
sirven como un andamio para la maduracién y la estructuracién en
3D del biofilm [11]. En tltima instancia, a través de la degradacion
coordinada de la MEC mediante proteasas, nucleasas, hemolisina
deltay otros factores (por ejemplo, modulinas solubles en fenol), las
células bacterianas se liberan de la biopelicula pudiendo potencial-
mente diseminarse e iniciar focos secundarios de infeccién a distan-
ciainfeccion [13]. A continuacion, se presenta una breve discusion de
los factores y mecanismos responsables de estas etapas del ciclo de
vida del biofilm de S. aureus.

La siguiente fase de la formacién de biopeliculas implica la pro-
liferacién y acumulacién de células bacterianas adheridas. Durante
esta fase temprana, la adherencia intercelular desempena un papel
clave en la estabilizaciéon del biofilm temprano, antes de que se pro-
duzca una cantidad significativa de MEC que proteja a las células uni-
das de fuerzas perturbadoras, tales como las fuerzas de cizallamien-
to corte [11]. Un contribuyente clave para la adhesion intercelular es
la adhesina intercelular polisacarida (PIA), estudiada por primera
vez en Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) [14]. Los MSCRAMM
(discutidos anteriormente) y ciertas proteinas citopldsmicas que se
han demostrado que se unen al eDNA también contribuyen [15-17].
Actuando todos juntos, estos factores no solo desempefian un papel
en la adhesion intercelular temprana, sino que también constituyen
componentes principales de la MEC producida por las del biofilm.

Estudios recientes que utilizan tecnologia que permite la eva-
luacidn casi en tiempo real de la progresion del biofilm han suge-
rido la adicién de una etapa de desarrollo del biofilm después de la

proliferacién/acumulacién y que podria denominarse fase de "éxo-
do"[18]. Esta fase de éxodo se caracteriza por un evento de dispersion
temprana con una reduccién en la biomasa total de la biopelicula.
Segln se informa, esto se logra a través de la expresion bacteriana
coordinada de las nucleasas secretadas por una subpoblacién de
células bacterianas que resulta en la degradacién del eDNAy la pos-
terior liberacién bacteriana [18]. El propésito de esta fase y su necesi-
dad para la progresion general del ciclo de vida del biofilm estd atin
por determinar. Sin embargo, dado el tiempo de estas observaciones
dentro de la progresion general de la formacién de biofilm, se ha
sugerido que se produce un cambio dinamico en el que los eventos
tempranos estan medidos principalmente por proteinas y los even-
tos subsiguientes estan mediados tanto por la proteina como por el
eDNA [11]. Aunque algunos estudios sugieren que ciertas biopelicu-
las tienden a depender exclusivamente de PIA, proteinas o eDNA, es-
tos estudios proponen un modelo de desarrollo méas dindmico con
cambios temporales y espaciales en los componentes de la MEC [11].

La fase de maduracion del ciclo de vida del biofilms implica la
estructuracion en 3D de los biofilms en estructuras arquitecténicas
clasicas (torres y estructuras tipo seta) y el desarrollo de microcolo-
nias que muestran cierto grado de diversidad fenotipica [10,11]. Esta
estructuracion compleja se coordina a través del equilibrio de fac-
tores adhesivos y disruptivos [10]. Los factores adhesivos incluyen
los componentes de MEC discutidos anteriormente, tales como PIA,
proteinas y eDNA. Los factores disruptivos incluyen enzimas que
degradan estos componentes, tales como proteasas y nucleasas, asi
como las moléculas similares a surfactantes, las modulinas solubles
en fenol (PSM). Estos factores disruptivos permiten la remodela-
cién y maduraciéon de las estructuras de biofilm. Por ejemplo, los
estudios han demostrado que los canales se crean a lo largo de una
biopelicula a través de la actividad similar a surfactante de los PSM,
lo que permite que los nutrientes alcancen capas mas profundas del
biofilm [19]. Por lo tanto, estos estudios describen la maduracion de
las biopeliculas como un proceso sustractivo. Alternativamente, al-
gunos estudios sugieren un proceso aditivo de maduracion a partir
de observaciones de microcolonias que surgen de capas basales de
biofilms de crecimiento mas lento [20]. Es probable que tanto los
procesos aditivos como los sustractivos contribuyan a la estructura-
cion compleja observada durante la maduracién del biofilm.

El paso final del ciclo de vida del biofilm consiste en la disper-
sion de las células con la capacidad de viajar a sitios distantes para
diseminar la infeccion. El mecanismo por el cual S. aureus regula este
paso esta mediado en gran medida por el sistema de quérum "quorum
sensing" regulador del gen accesorio (agr) [19, 21]. El sistema agr res-
ponde a la densidad celular a través de la acumulacién de moléculas
de senal, lo que permite que se produzca la dispersion una vez que se
alcanza una densidad de umbral [22]. Los factores agr-regulados que
se han propuesto para mediar en la dispersion incluyen proteasas
secretadas y la degradacion resultante de los componentes protei-
cos de la MEC [23]. También se ha propuesto que la dispersion esté
mediada por la produccién de PSM mediada por la agr, que actta in-
terrumpiendo las interacciones moleculares dentro del biofilm [19].

Ademas de estos factores estafilococicos responsables del desa-
rrollo de IAP, la naturaleza complice del huésped hacia la formacion
de biofilm también juega un papel importante. Ante una infeccion
temprana por biofilm de S. aureus, el huésped se defiende con una
respuesta inflamatoria intensa. S. aureus es capaz de resistir facilmente
mediante un gran ntimero de factores de virulencia que atacan espe-
cificamente al huésped y promueven la inmunoinhibicion. La expre-
sion de los factores de virulencia de S. aureus, cronometrada por el
sistema de qudrum "quorum sensing", promueve que el huésped libere
citoquinas TH1, incluida la interleucina (IL) -12, el interfer6n gamma
(IFN-y), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y la IL-17, todo lo
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cual resulta en un cambio del sistema inmune que acaba desarrollan-
do una respuesta inefectiva. Efectivamente, este tipo de respuesta es
incapaz de eliminar una infeccion por biofilm, lo que permite que S.
aureus desarrolle un biofilm completamente maduro y una infeccién
persistente. La otra rama de la inmunidad adaptativa, la respuesta
mediada por el anticuerpo TH2, es eficaz para eliminar la infeccién en
la fase temprana de formacién de biofilm antes de que progrese a un
fenotipo completamente maduro. Sin embargo, esta respuesta es des-
activada por las citoquinas del huésped producidas como respuesta
inicial a S. aureus, especialmente IFN-y,y por la produccién de superan-
tigenos, capsulas y otras toxinas de S. aureus. Ademas, S. aureus produce
una serie de antigenos sefiuelo altamente inmunogénicos (por ejem-
plo, lipasa) que aumentan su capacidad para causar enfermedades
y reducen la produccién de anticuerpos contra antigenos mas pato-
génicos [24]. Mas tarde, cuando el sistema inmunitario mediado por
anticuerpos se recupera y consigue desarrollar una respuesta efectiva
contra la infeccién por biofilm, ya es tarde, la biopelicula completa-
mente madura es capaz de resistir todo tipo de ataques. Incluso si se
elimina mediante reseccién quirtrgica (extraccion de los implantes
y desbridamiento agresivo) y esta infeccién se cura, la manipulacién
descrita de la respuesta inmune del huésped y la expresién variable
del antigeno permiten que S. aureus vuelva a infectar a los pacientes
durante toda su vida (es decir, un ser humano nunca desarrolla una
inmunidad permanente, para toda su vida, frente a los S. aureus, como
si hace frente a otros microorganismos).

Una vez en esta fase completamente madura, la infecciéon puede
permanecer inactiva durante anos o incluso décadas, o mas tipica-
mente, mostrara signos notables de inflamacién crénica [25]. Esta
respuesta del huésped a menudo se debe a la metastasis de subpobla-
ciones plancténicas metabdlicamente activas y virulentas que se han
dispersado/separado del agregado de biofilm localizado. La terapia
con antibidticos es efectiva contra estas poblaciones activas, lo cual
permite la supresién temporal de los signos y sintomas clinicos de la
enfermedad subyacente. Sin embargo, tras el cese del tratamiento con
antibidticos, se producira una exacerbacién de la enfermedad.

Biofilms formados por otras especies microbianas

Ademas de S. aureus, muchas otras especies microbianas son capaces
de formar biofilms infecciosos en IAPs [26]. Estas incluyen anaero-
bios, grampositivos, bacterias no mdviles, incluyendo estafilococos
coagulasa negativos y especies de Streptococcus y Enterococcus. Las
etapas de la formacién de biofilm son similares, y estos microbios
homologos a los factores de virulencia ya descritos para S. aureus.
Todas estas especies de microbios pueden producir IAP, en particu-
lar los bacilos gramnegativos anaerobios facultativos, que incluyen
Escherichia coli y P. aeruginosa; los anaerobios obligados lo hacen en
menor medida. Las biopeliculas bacterianas gramnegativas, espe-
cialmente las de P. aeruginosa, han sido estudiadas durante mucho
tiempo en el campo de la investigacion de las biopeliculas debido
a su naturaleza ubicua en el medio ambiente y a su preponderancia
en las heridas crénicasy en la fibrosis quistica. Si bien las etapas pro-
gresan a través de la adhesion temprana, la madurez, laacumulacién
y la dispersiéon/desprendimiento, los mecanismos por los cuales se
realizan estos pasos muestran diferencias importantes con respecto
alos patégenos grampositivos. La motilidad proporcionada a través
del flagelo permite a P. aeruginosa la adhesion inicial a superficies cer-
canas, como las de los implantes médicos. Las células microbianas
procederan entonces a una adhesion irreversible. Ademas, los pili
Tipo IV proporcionan una produccién de factor de virulencia dife-
rencial y permiten que las subpoblaciones migren en la superficie
a través de la motilidad de contraccion. A medida que se acumula la
biopelicula, se produce la formaciéon de estructuras multicelulares

complejas que demuestran heterogeneidad de nutricion, pHy oxige-
nacién. Durante la maduracién, también se produce el desarrollo de
vesiculas de membrana, nanofilamentos, soporte estructural eDNA
y acoplamiento eléctrico de las células bacterianas englobadas en el
biofilm. A medida que la poblacién aumenta, el sistema de quérum
"quorum sensing" de la lactona homoserina induce la produccién de
surfactante y de ramnolipidos pseudomonales anti-leucocitos que
impiden la actuacién especifica anti-pseudomona del sistema in-
mune pero al mismo tiempo aumentan la respuesta inflamatoria.
Luego, los microbios pueden dispersarse como poblaciones planc-
ténicas unicelulares o separarse de la biopelicula en grandes conglo-
merados flotantes que permiten la metéstasis de la infecciéon mien-
tras disfrutan del entorno protector de la matriz del biofilm.

Relevancia clinica: tratamiento

Durante la etapa aguda temprana de la infeccién y la inflamacién,
el biofilm esta en una fase de acumulacién inicial. Durante esta fase,
este biofilm creciente muestra una mayor susceptibilidad a la tera-
pia antimicrobiana que el biofilm completamente maduro y meta-
bélicamente inactivo. Este aumento de la susceptibilidad a la terapia
antimicrobiana durante la fase aguda de las IAPs se tradujo en un
tratamiento eficaz sin intervencion quirdrgica [28]. Cuando la tera-
pia antimicrobiana combinada efectiva se us6 de modo aislado (sin
cirugia adicional) para tratar las IAPs con signos clinicos de menos
de un mes de duracién, mas del 83% de los pacientes fueron curados
sin intervencién quirtrgica. Sin embargo, cuando los sintomas ha-
bian persistido mas de seis meses, el éxito de la terapia aislada con
antibiéticos cay6 a poco mas del 30%. Por lo tanto, el potencial para
la terapia efectiva de las IAPs sin intervencién quirtrgica puede ser
una posibilidad si la infeccién se diagnostica temprano y la terapia
antibidtica dirigida se inicia rdpidamente con énfasis en agregar ri-
fampicina cuando Staphylococcus spp es el agente etiologico. Después
de esta ventana terapéutica temprana, el desbridamiento quirtrgico
adecuado junto con la terapia antibidtica de combinacién son nece-
sarios para la resolucion 6ptima de la infeccion.

Relevancia clinica: diagndstico

La identificacion rapida de las bacterias causantes, asi como su sen-
sibilidad a antibiéticos, deben realizarse cuanto antes para combatir
eficazmente las IAP. Actualmente, la identificacion de patégenos re-
quiere un cultivo microbiano seguido de analisis que normalmente
requieren rondas adicionales de replicacion en el cultivo o purifica-
ci6én de productos bacterianos/fliingicos especificos. En el mejor de
los casos, la identificacion microbiana puede requerir dias o sema-
nas, dependiendo de la tasa de crecimiento de un patégeno especi-
fico. Estas limitaciones de los procedimientos diagnésticos actuales
se exacerban dramaticamente en las IAP. El cultivo de muestras de te-
jido puede ser efectivo durante las etapas tempranas de la infeccién
cuando el biofilm estd en una fase de acumulacién y las poblaciones
plancténicas estan presentes. Sin embargo, con demasiada frecuen-
cia, los pacientes han recibido terapia antimicrobiana antes del
muestreo adecuado del tejido, eliminando asi las poblaciones planc-
ténicas de facil deteccién, dejando solo pequerios agregados micro-
bianos que a menudo se pasan por alto durante la biopsia. Ademas, a
medida que madura la biopelicula, la respuesta inmune del huésped
forma una pared alrededor del nido infeccioso, lo cual dificulta mas
aun la deteccion. En conclusion, comprender la progresion de los ci-
clos de vida de las biopeliculas y los mecanismos que los patégenos
utilizan para regular esta progresion es esencial para el desarrollo de
enfoques terapéuticos destinados a prevenir, interrumpir y erradi-
car las infecciones asociadas con el biofilm.
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PREGUNTA 2: ;Qué propiedades de la superficie favorecen la formacién de biofilm?

RESPUESTA: La adhesion de las bacterias al implante y las superficies bioldgicas es un proceso complejo, que comienza con el recubrimiento
inicial por sustancias adsorbidas del huésped (acondicionamiento de la superficie). La rugosidad, la hidrofobicidad/hidrofilicidad, la porosidad,
la topologia de los poros y otras condiciones de la superficie son los factores clave para la adhesiéon microbiana. Debido a la gran variedad de estos
factores, la mayoria de los estudios dirigidos al tratamiento bacteriano de la superficie del implante se limitaron a condiciones especificas de la
superficie, ya que es dificil examinar la gran cantidad de parametros concomitantemente. Existen conclusiones variables entre la ciencia basica
disponible y los estudios en animales relacionados con este tema, muchos de los cuales se describirdn con mayor detalle a continuacion. Las bac-
terias pueden formar biopeliculas en casi todas las superficies protésicas y biologicas. Hasta la fecha, este grupo de consenso no conoce ninguna
superficie que no permita el crecimiento del biofilm in vivo.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mas fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Se sabe que las biopeliculas bacterianas contribuyen a la etiologia de
lasinfecciones crénicas y las infecciones asociadas a implantes. El de-
sarrollo del biofilm comienza a partir de la formacién de una capa de
acondicionamiento propicia para la adhesion bacteriana, la propia
adhesién y la secrecién de una sustancia similar al limo [1]. Es esta
secrecion la que permite la formacion de biofilm, todo lo cual final-
mente es culpable de la mayor resistencia a los antibiéticos y al siste-
ma inmunitario del huésped. Se han identificado varias propiedades

de la superficie que pueden influir en la formacién de biopeliculas,
entre ellas: quimica de la superficie y grupos funcionales, energia li-
bre de la superficie y nivel de hidrofilicidad/hidrofobicidad, carga de
la superficie, micro y nano-topografia, y porosidad. La composicién
quimica de la superficie, la micro-rugosidad y la energia libre de la
superficie parecen prevalecer en importancia [2].

Existe una fuerte evidencia de que el ataque inicial de las espe-
cies bacterianas a la superficie de un biomaterial esta influenciado
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por la presencia de proteinas adsorbidas [1,3]. Wagner et al. [1] encon-
traron que las superficies de titanio precondicionadas mediante la
exposicion al plasma sanguineo mejoraron la adhesion bacteriana
tanto para P. aeruginosa como para S. aureus. Asimismo, un estudio
realizado por Frade et al. demostré hallazgos similares con respec-
to a la adhesion a la superficie de Candida albicans (C. albicans) y la
subsiguiente formacion de biofilm en multiples superficies después
del recubrimiento de suero, incluyendo policarbonato, poliestireno,
acero inoxidable, Tefl6n, cloruro de polivinilo e hidroxiapatita [3].

Del mismo modo, también hay pruebas sélidas que apoyan la
conclusion de que la adherencia bacteriana y la formacion de bio-
film aumentan con la rugosidad de la superficie del implante [4,5].
Un estudio realizado por Karygianni et al. demostré que Enterococ-
cus faecalis, S. aureus y C. albicans se adhirieron mas a una superficie
de implante mas aspera que a una superficie mas lisa [5]. Ademas,
Braem et al. demostraron que un recubrimiento de superficie poro-
sa era mas susceptible a la formacién de biofilms que una superficie
mas suave a base de titanio después de la exposicién a S. aureusy S.
epidermidis (S. epidermidis) [ 4].

Un pequeno ntimero de estudios también han examinado el
impacto de la hidrofobicidad/hidrofilicidad de los materiales de
implantes en la formacién posterior de biofilm [2,3,6]. Por ejem-
plo, un estudio realizado por Koseki et al. con S. epidermidis mos-
tré una disminucién de la formacién de biofilm en la aleacién de
cobalto-cromo-molibdeno (Co-Cr-Mo), que se relacioné con su
mayor hidrofobicidad [2]. Sin embargo, otros dos estudios mostra-
ron resultados contrarios. Por ejemplo, se demostré que C. albicans
tiene menos actividad metabélica sobre el policarbonato y el acero
inoxidable (superficies hidrofilas) en relaciéon con Teflon (superfi-
cie hidréfoba) [3]. De manera similar, algunos estudios sostienen
que la hidrofilicidad solo tiene un impacto minimo en la forma-
cién de biofilm, como lo demuestra el hecho de que la formaciéon
de biofilm de S. epidermidis no se alter¢ significativamente por las
diferencias en la capacidad de limpieza superficial [6]. Con todo
esto, los hallazgos no son concluyentes en general sobre el impacto
de la hidrofilia/hidrofobicidad de la superficie del implante en la
formacién de biofilm.

Finalmente, hay varias propiedades superficiales que reciben
recomendaciones moderadas debido a su evidencia de alta calidad
pero baja reproducibilidad en los estudios publicados. Lo primero
es que nanoestructuras de la superficie, como las proyecciones y los
rebajes, reducen la adhesion bacteriana general y la formaciéon de
biofilm en comparacién con las superficies lisas [7]. El segundo es

que la baja estabilidad de la nanoestructura inhibe la acumulacién
de biofilm, probablemente debido a la susceptibilidad de estas na-
noestructuras a las fuerzas de cizallamiento [8]. El tercero es que los
recubrimientos de 6xido de calcio incorporados sobre una superfi-
cie de titanio reducen la colonizaciéon bacteriana en comparacioén
con el titanio no modificado con calcio. Esto se debe a que el calcio
disminuye drasticamente el angulo de contacto [4].

Aunque hay poco consenso en cuanto a qué propiedades de la
superficie son mas definitorias para contribuir a la formacién de
biofilm, ciertamente hay avances en el examen del impacto general
de diferentes propiedades cuando se consideran individualmente.
Debido ala complejidad de las propiedades de los biomateriales que
se utilizan en la fabricacién de los implantes ortopédicos, y a la falta
de acuerdo en la literatura, concluimos que la formacién de biofilm
se ve favorecida por combinaciones de pardmetros de superficie, por
lo que deben evaluarse en su totalidad cuando se pretenda el desa-
rrollo de implantes biofilm-resistentes. Ademds, hay pocos estudios
que examinen el impacto de las propiedades de la superficie en la
formacién de biofilm en sujetos humanos después de la operacion, y
por ello se requieren estudios clinicos adicionales.

REFERENCIAS

[1]  WagnerC,AytacS, Hinsch GM. Biofilm growth on implants: bacteria prefer
plasma coats. Int ] Artif Organs. 2011;34:811-8117. doi:10.5301/ija0.5000061.

[2]  Koseki H, Yonekura A, Shida T, Yoda I, Horiuchi H, Morinaga Y, et al. Early
staphylococcal biofilm formation on solid orthopaedic implant materials:
in vitro study. PLoS ONE. 2014;9:e107588. doi:10.1371/journal.pone.o107588.

[3] Frade JP, Arthington-Skaggs BA. Effect of serum and surface characteris-
tics on Candida albicans biofilm formation. Mycoses. 2011;54:€154-162.
doi:10.1111/j.1439-0507.2010.01862 X.

[4] Braem A, Van Mellaert L, Mattheys T, Hofmans D, De Waelheyns E, Geris L,
et al. Staphylococcal biofilm growth on smooth and porous titanium coa-
tings for biomedical applications. | Biomed Mater Res. A 2014;102:215-224.
doi:10.1002[jbm.a.34688.

[s] KarygianniL,JahnigA, Schienle S, Bernsmann F, Adolfsson E, Kohal RJ, etal.
Initial bacterial adhesion on different yttria-stabilized tetragonal zirconia
implant surfaces in vitro. Materials (Basel). 2013;6:5659-5674. doi:10.3390/
mab6125659.

[6]  Subbiahdoss G, Grijpma DW, van der Mei HC, Busscher HJ, Kuijer R. Mi-
crobial biofilm growth versus tissue integration on biomaterials with di-
fferent wettabilities and a polymer-brush coating. ] Biomed Mater Res. A
2010;94:533-538. doi:10.1002/jbm.a.32731.

[7]  Perera-Costa D, Bruque JM, Gonzalez-Martin ML, Gémez-Garcia AC, Vadi-
llo-Rodriguez V. Studying the influence of surface topography on bacterial
adhesion using spatially organized microtopographic surface patterns.
Langmuir. 2014;30:4633-4641. doi:10.1021/la5001057.

[8]  Epstein AK, Hochbaum Al, Kim P, Aizenberg ]. Control of bacterial biofilm
growth on surfaces by nanostructural mechanics and geometry. Nanotech-
nology. 2011;22:494007. doi:10.1088/0957-4484/22/49/494007.



1036 Parte XI Biofilm

Autores: Edward Schwarz, Jamie Esteban, Hamidreza Yazdi, John-Jairo Aguilera-Correa

PREGUNTA 3: (Es el biofilm en las superficies de implantes ortopédicos permeable a los
neutrofilos y macrofagos in vivo? ;Son estas células inmunes innatas (es decir, macrofagos
o neutrofilos) capaces de fagocitar y matar bacterias?

RESPUESTA: Una biopelicula bacteriana madura tiene una permeabilidad limitada a los neutrofilos y macrofagos. Aquellos que lo logran son
clinicamente ineficaces para erradicar las bacterias. Si bien los neutroéfilos y los macré6fagos son capaces de fagocitar y matar las bacterias plancté-
nicas, no son capaces de fagocitar y matar bacterias sésiles incluidas en un biofilm.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mas fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

El mecanismo patégeno mas importante involucrado en las in-
fecciones relacionadas con el implante es la capacidad de los
microorganismos para formar una biopelicula [1], que conduce
a la proteccién frente a las agresiones ambientales, la defensa
inmune del huésped y los antimicrobianos [2]. Las primeras cé-
lulas que llegan al sitio de la infeccién son los neutréfilos y los
macroéfagos [3]. La permeabilidad y la capacidad de fagocitosis
de estas células inmunitarias se han evaluado principalmente en
dos tipos de infeccién: la fibrosis quistica [4-8] y la infeccién re-
lacionada con dispositivos médicos, principalmente la infeccion
de catéteres [9-17] y la infeccién periprotésica [18]. Los neutréfilos
son células inmunes innatas capaces de secretar un arsenal de
especies oxigeno-toxicas, enzimas degradantes, defensinas y me-
diadores inflamatorios de los lipidos para combatir la infeccion
[6]. Estas células han demostrado la capacidad de adherirse, pero
no penetrar en un biofilm maduro y fagocitar microorganismos
recubiertos con biofilm [4-8,10,11,14,19-23]. Las sustancias exopo-
liméricas de la matriz del biofilm parecen estar involucradas en
la formacién de trampas extracelulares para los neutréfilos en la
biopelicula de Streptococcus suis [21], Candida albicans [10] y Can-
dida glabrata [11]. Los datos muestran que los neutréfilos pueden
destruir una biopelicula de S. aureus entre el segundo y el sexto
dias, pero una biopelicula madura es capaz de resistir la penetra-
cion de estas células [24].

Guenther et al. estudi6 el comportamiento diferente de los
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) hacia el biofilm formado
por S. aureus o S. epidermidis. En el caso de la biopelicula formada
por S. aureus, se observé que los PMN se movian a través de ella
y eliminaban las bacterias a lo largo de su camino. A la inversa,
los PMN en contacto con la biopelicula de S. epidermidis fueron
casi inméviles y solo fagocitaron bacterias en estrecha proximi-
dad. No se comprende bien la razén por la que las biopeliculas
de S. aureus parecen mas sensibles a un ataque de PMN que las
producidas por S. epidermidis [19]. Los estudios in vitro e in vivo de
Kristian et al. han ofrecido informacién sobre el comportamien-
to de la biopelicula formada por S. epidermidis. Estos autores en-
contraron que las biopeliculas de S. epidermidis desencadenaron
niveles mas altos de activaciéon del complemento en términos de
formacion de C3a que las bacterias plancténicas de tipo salvaje y
las bacterias lisogénicas ica-negativas. Por otro lado, se observd
una disminucién de la deposiciéon de inmunoglobulina G (IgG)y
C3b en bacterias integradas en bio-enlaces. Esto podria explicar la
evasion de los PMN [25].

Alhede et al. evaluaron el papel del sistema inmunolégico con-
tra la biopelicula formada por P. aeruginosa. Demostraron que tan-
to in vitro como in vivo P. aeruginosa dichos biofilms producen un

escudo de ramnolipidos excretados que ofrece proteccién contra
la actividad bactericida de los PMN [26]. Arciola et al. realizaron un
extenso estudio de biofilm formado por estafilococos en una super-
ficie de implante. Sobre la base de su trabajo, se encontré que los
PMN rodeaban el biofilm y se activaban, pero los PMN no pudieron
migrar dentro del biofilm, probablemente debido a la falta de una
sefial quimiotactica, asi como por el obstaculo que el material "vis-
coso" supone para dicha emigracién. Por lo tanto, la incapacidad de
los PMN para penetrar en el biofilm produce una progresion de las
infecciones relacionadas con el implante. Adicionalmente, la acti-
vacién de los PMN y su intento de matar bacterias da como resul-
tado la secrecién de numerosas enzimas citotéxicas y proteoliticas
que no pueden actuar contra las bacterias, y secundariamente se
dedican a danary destruir tejidos adyacentes del huésped [27].

En las fases agudas de cualquier infeccién, los macréfagos pa-
san a ser las células predominantes y permanecen en el sitio de
la infeccién manteniendo una alta concentracién durante varias
semanas. Estan relacionados con el reconocimiento de elemen-
tos extranos, la fagocitosis, la secrecién de enzimas, citoquinas,
quimiocinasy factores de crecimiento, todo ello con el fin de des-
truir y digerir los patégenos fagocitados [3]. Estas células pueden
penetrar en algunas biopeliculas maduras de manera similar a
los neutréfilos, y fagocitar microorganismos recubiertos de bio-
pelicula, pero sin destruirlos [9,12,13,18], permaneciendo en el
interior de los macréfagos como bacterias intracelulares, en el in-
terior de los llamados nichos de supervivencia intracelular. Ade-
mas, estas bacterias fagocitadas sésiles pueden incluso persistir
en el tejido periimplante dentro de las células macrofagicas no
solo en modelos experimentales, sino también en los tejidos de
pacientes con catéteres intravenosos colonizados por diferentes
bacterias [16,17].

El modelo in vivo de la infeccion protésica por biofilm de S.
aureus mostré que existe una captacion limitada de macréfagos
[13], una transformaciéon de macréfagos Mi, una alta actividad an-
timicrobiana del tipo M2 (que de modo inherente posee menos
actividad antimicrobiana [13]), e induccién de muerte celular a
través de la leucocidina A/B [28] y la produccién de antigenos leu-
cocitarios humanos [18]. En este lugar de biofilm estafilocdcico los
macroéfagos exhiben: regulacion negativa de la interleucina (IL)
-1B, factor de necrosis tumoral, expresiéon de CXCL2 y CCL2, reduc-
cién de la captacion bacteriana, minima expresién de iNOS y, por
consiguiente, baja eficiencia para matar las bacterias fagocitadas y
reducir la produccién de linfocitos de interfer6n-. Por tanto, estas
células macrofagicas parecen capaces de migrar al biofilm, pero no
pueden eliminar al patégeno, ya que su actividad bactericida pare-
ce estar muy comprometida [27].
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PREGUNTA 4: ;La escala de tiempo de la formacion de biofilm difiere entre las especies bacterianas?
Si es asi, ¢cudl es la escala de tiempo para los organismos causales comunes?

RESPUESTA: Actualmente, no hay investigacion clinica disponible para responder si la escala de tiempo en el desarrollo de la formacién de
biofilm difiere entre las especies bacterianas. Los estudios in vitro muestran una alta variabilidad en la formacién de biofilm basada en cepas y
condiciones bacterianas. Los estudios en animales han demostrado una rdpida formacion de biofilm (de minutos a horas). El grupo observa que
lalinea de tiempo de la formacion de biofilm puede no correlacionarse con el inicio de los sintomas de infeccion.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mas fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Las biopeliculas se componen de especies tinicas o multiples de
agregados microbianos incorporados en una matriz de produc-
cién propia de sustancias poliméricas extracelulares. Indepen-
dientemente de las especies bacterianas, la formacién de biofilm
se desarrolla en pasos conocidos y bien definidos. El primer paso

o etapa, la adhesién, comienza cuando las bacterias detectan y
se adhieren a la superficie de un material. La segunda etapa es
la acumulacién, donde las bacterias se agregan para formar una
biopelicula madura. La Gltima etapa es la dispersién o despren-
dimiento [1].
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La duracién de cada uno de estos pasos en la formacion de biofilm
varia de nanosegundos a horas o semanas, dependiendo de diversos
factores como el tamano del indculo, el mecanismo de colonizacién
(inoculacion perioperatoria directa, posterior colonizacién directa
debida a la ruptura de la barrera, propagacién bacteriémica), propie-
dades superficiales del material extrano, cepa bacteriana y virulencia,
especies bacterianas, inmunidad del huésped, uso previo de antibié-
ticos y factores ambientales, etc. [2-10]. Por ejemplo, P. aeruginosa con-
tiene varios genes que se activan a los 15 minutos de su adhesién a una
superficie que puede ser un punto de partida para la formacion de bio-
film [3]. Kanno et al. desarrollaron heridas de espesor completo en la
espalda de las ratasy las inocularon con P. aeruginosa que llevaba el gen
de la proteina fluorescente verde; encontraron que las biopeliculas
podrian desarrollarse en ocho horas [4]. Cuando se inocul6 S. aureus
en heridas de animales, los investigadores encontraron el desarrollo
de grupos de células (caracteristicas de una biopelicula) después de
6-24 horas después de la inoculacién [11,12]. Oliveria et al. evaluaron la
evolucién en el tiempo del biofilm en aislamientos de mastitis yno en-
contraron diferencias significativas entre S. aureus y S. epidermidis. En
su estudio, la capacidad de formacién de biopeliculas aumentd con el
periodo de incubacién para ambas especies [5].

Hoffman et al. investigaron patrones de adhesién de una sola
bacteria Caulobacter crescentus sobre una superficie de vidrio en un
dispositivo microfluidico. Mostraron la importancia de los pili para
acelerar la adhesion bacteriana. En su estudio, los eventos de adhesion
irreversible fueron mas frecuentes en las células de tipo salvaje (3,3
eventos/min) en comparacion con las células mutantes sin pili (0,2
eventos/min) [13]. Koseki et al. [6] evaluaron la diferencia en la forma-
cién temprana de biofilm por la accién polisacarido adhesina interce-
lular (PIA) S epidermidis positivo en cinco tipos de biomateriales y no
encontraron diferencias significativas en la tasa de cobertura de bio-
film en una incubacién de dos a cuatro horas, pero seis horas después
de laincubacién la aleacién de cobalto-cromo-molibdeno (Co-Cr-Mo)
tuvo una tasa de cobertura de biofilm significativamente mas baja
que otros materiales como la aleacién de titanio (Ti-6Al-4V), titanio
comercialmente puro y acero inoxidable. En este estudio, los autores
senalan un grado similar de suavidad entre los materiales como una
razén para que no haya una diferencia significativa entre ellos inicial-
mente (de dos a cuatro horas). En este estudio, la rugosidad promedio
(Ra) fue inferior a 10 nm [6]. Esto es corroborado por los informes an-
teriores de que la adhesion bacteriana esta limitado por el umbral de
rugosidad de la superficie a valores superiores a 200 nm [14,15].

Algunas pruebas sugieren que las sustancias bioactivas como la
hidroxiapatita pueden ser mas propensas a la adhesion bacteriana
que los metales bioinertes, como las aleaciones de titanio y el acero
inoxidable [7]. Otros estudios han demostrado que el polimetilme-
tacrilato (PMMA) es capaz de albergar biopeliculas que pueden cau-
sar infecciones agudas, crénicas y de inicio tardio [8,9].

La adherencia de la biopelicula a materiales biolégicos o sin-
téticos, células extranas y la resistencia a los antimicrobianos no se
conocen bien. Como la formacién de biofilm puede avanzar a través
de diferentes vias y rangos de tiempo, su deteccién puede variar de
acuerdo con el tiempo de observacién. Los modelos de investigacion
para determinar como los factores ambientales, como la geometria
de la superficie, las caracteristicas fisicas y quimicas y el flujo sangui-
neo local y el sistema inmunolégico afectan el desarrollo de las bio-
peliculas en las protesis articulares son esenciales para comprender
mejor las varias biopeliculas bacterianas y proporcionar una pers-
pectiva de las estrategias terapéuticas.
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PREGUNTA 5: ;Las bacterias forman biopeliculas en la superficie del espaciador de cemento de

manera similar a un implante metalico?

RESPUESTA: si. si bien la gran mayoria de los estudios han sido in vitro, existe evidencia clinica de que la mayoria de las bacterias pueden formar

biofilm en la superficie del espaciador de cemento.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mds fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

La mayoria de los datos que evaldan el crecimiento de biofilm en
materiales poliméricos y superficies lisas se han recopilado de expe-
rimentos in vitro [1]. Como esquema general, la adherencia microbia-
na a los materiales se produce en el siguiente orden: latex > silicona
> PVC > Tefl6n > poliuretano > acero inoxidable > titanio [1,2]. Esta
jerarquia de materiales con respecto a la adherencia bacteriana su-
giere que las biopeliculas pueden desarrollarse mas facilmente en
superficies de materiales a base de polimeros frente a materiales me-
talicos. La aspereza puede jugar un papel en esto [3]. Sin embargo, el
tiempo también es un factor importante a considerar.

Verran et al. mostr6 que Candida albicans se adhirié en mayor
grado a las superficies rugosas en comparacion con las lisas [4]. En
su experimento, las muestras de polimeros se incubaron durante
una hora y luego se evaluaron para determinar los perfiles de adhe-
sion. Un trabajo similar fue realizado por Taylor et al. en materiales
de cromo cobalto con la misma conclusién [5]. Si bien un periodo
de incubacién de una hora puede ser beneficioso para determinar
los perfiles de adherencia iniciales, seria dificil comparar los crite-
rios de la prueba, como estos, con los escenarios clinicos en los que
los materiales implantados estan presentes durante dias, semanas,
meses 0 anos. Wolcott et al. han demostrado que el tiempo puede
desemperiar un papel importante en la maduracién del biofilm y la
tolerancia a los antibiéticos [6].

Las biopeliculas son bien conocidas para acondicionar super-
ficies y hacerlas propicias para sus requisitos de crecimiento [3].
Quizas uno de los ejemplos mas conocidos de esto sea Streptococcus
mutans, que condiciona la superficie del esmalte dental, lo cual per-
mite la adherencia de cientos de otras especies bacterianas [7]. Con
suficiente tiempo, las biopeliculas pueden florecer en superficies en
muchos entornos y en superficies que de otra manera podrian con-
siderarse menos cultivables [3,8,9]. Los experimentos internos que
estan en proceso de publicaciéon han demostrado que incluso entre
las mismas especies, diferentes cepas pueden diferir en las tasas de
formacién de biofilm en las superficies de titanio, pero con el tiem-
po, el grado de formacién de biofilm es similar en condiciones mas
propicias.

Los principios y el problema de la formacién de biofilm se apli-
can al cemento dseo y a las superficies metalicas utilizadas en apli-
caciones ortopédicas. Se ha demostrado que las biopeliculas se de-
sarrollan en ambos tipos de materiales y afectan adversamente los
resultados clinicos [10-13]. Un articulo seminal publicado por Gristi-
na et al. proporcion6 una de las primeras indicaciones de crecimien-
to de biofilm en un implante metalico implantado que contribuyé a
la infecciéon relacionada con biofilm [14]. Mas recientemente, Stood-
ley et al. observo directamente biofilm en el cemento 6seo con anti-
bidticos asociados con una artroplastia total de codo infectada [12].
McConoughey et al. también han identificado biofilm bacteriano en
componentes implantados [15]. Shaw et al. observé biofilm, a través

de la tincién con azul de metileno, que se habia desarrollado en una
bandeja tibial y otros componentes de la articulacion durante la ci-
rugia de revision [16]. En multiples casos, se ha observado biofilm di-
rectamente en muestras clinicas. Debido a la naturaleza heterogénea
y, a veces dificil obtenciéon de muestras clinicas, se han encontrados
resultados limitados, que confirman el crecimiento de la biopelicula
en materiales metalicos y de cemento, a partir de experimentos in
vitro e in vivo.

Minelli et al. mostraron la capacidad de multiples cepas bacte-
rianas estafilocécicas para formar biofilm en muestras de cemento
6seo en todos los casos [17]. Neut et al. observaron que la P. aeruginosa
productora de limo puede formar facilmente una biopelicula sobre
el cemento, y unavezincluida en ese biofilm puede ser mas tolerante
a los antibioticos cargados en el cemento que las bacterias plancté-
nicas [18]. Ensing et al. evaluaron el crecimiento de las biopeliculas
en el cementoy el potencial del ultrasonido para eliminar su presen-
cia [19]. Mas recientemente, en un estudio realizado por Ma et al., se
demostro6 que los espaciadores de polimetilmetacrilato que se extra-
jeron en el momento de la reimplantacién después de un tratamien-
toen 2 tiempos para una artroplastia total de rodilla infectada tenian
altos niveles de ADN bacteriano a pesar de la exposicién prolongada
alos antibioticos [20]. La formacién de biofilm en superficies metali-
cas también estd bien documentada [21-24]. Nishitani et al. también
han observado el crecimiento de biofilms en implantes metalicos en
ratones [25]. Williams et al. han demostrado que a lo largo de varios
dias de crecimiento en un CDC Biofilm Reactor, los biofilms polimi-
crobianos de S. aureus y Bacillus subtilis resistentes a meticilina crecen
de manera similar en superficies de titanio lisas o rugosas [26].

En resumen, la demostracién de que se forma biofilm sobre
el cemento 6seo y sobre las superficies metalicas de forma similar
esta presente en muestras clinicas, asi como en estudios in vitro e
in vivo en animales. Hay indicios de que las células bacterianas
pueden adherirse y formar biopeliculas mas rdpidamente en ma-
teriales rugosos/porosos, pero con el tiempo, las bacterias pueden
condicionar las superficies de los materiales que son mas lisas en
la naturaleza, como el metal, y permitir que se forme la biopelicula
en un grado similar.
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PREGUNTA 6: ;Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) forma una biopelicula sobre los

implantes?

RESPUESTA Pocos datos de estudios experimentales in vitro e in vivo y un nimero limitado de informes de casos indican que M. tuberculosis tiene
una capacidad lenta, aunque significativa, para formar biofilm en superficies metalicas. El grupo sugiere que el tratamiento de las infecciones rela-
cionadas con el implante de M. tuberculosis debe tratarse utilizando los mismos principios que el de otras infecciones relacionadas con el implante.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mas fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION
Métodos

Se realiz6 una busqueda en la literatura en idioma inglés sobre la
pregunta publicada durante el periodo de 1966 a 20 de mayo de
2018. La estrategia de basqueda en PubMed utiliz6 los términos M.
tuberculosis y biofilm e identificé 177 articulos. Todos los articulos
fueron revisados para la respuesta a la pregunta. La gran mayoria de
los articulos se clasificaron como articulos de ciencias basicas que
se centran en los componentes para la formacién de biopeliculas tu-
berculares in vitro. Una revision sistematica para responder a la pre-
gunta proporcionada no es significativa. Por lo tanto, la respuesta de
la pregunta se responde como un resumen de una revisiéon narrativa.

Revision y discusion narrativa de la literatura

Es importante diferenciar entre M. tuberculosis y micobacterias no
tuberculosas. Esta revision se centra sélo en M. tuberculosis.

M. tuberculosis forma biofilms

En el laboratorio, M. tuberculosis muestra un crecimiento agre-
gado peculiar, o en otras palabras, puede formar estructuras si-
milares a una pelicula organizada [1]. El sello distintivo de las
biopeliculas es la autoproduccién de la sustancia polimérica ex-
tracelular que mantiene unida a la comunidad micobacterianay
confiere heterogeneidad fenotipica a las células genotipicamente
idénticas [2]. Varios estudios han destacado los componentes ex-
tracelulares dentro de la agregacién de M. tuberculosis, incluidos
los acidos micdlicos [3], los azticares complejos [4], la celulosa, las
proteinas, los lipidos y el ADN [5,6].

Ademas, las M. tuberculosis que residen dentro de estructu-
ras similares a una pelicula organizada muestran tolerancia a
los farmacos frente a los agentes antituberculosos [3]. De este
modo, se dan los criterios de estructura a lo que se interpreta
como biofilm.
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Biopeliculas de M. tuberculosis en seres humanos

No se comprende completamente el papel clinico de las biopelicu-
las de M. tuberculosis en humanos. Basaraba y Ojha [7] proporcionan
argumentos convincentes de que la M. tuberculosis extracelular en
las lesiones necrotizantes probablemente crezca como biopeliculas.
Por lo tanto, las biopeliculas de micobacterias pueden participar en
el proceso de necrosis caseosa y formaciéon de cavitacion en el tejido
pulmonar [5-7].

Biopeliculas de M. tuberculosis en la superficie de metal

La gran mayoria de los estudios que investigan las biopeliculas de M.
tuberculosis utilizan placas de poliestireno [8]. Ha et al. [9] compara-
ron la adherencia y la formacién de biofilms de S epidermidis con las
de M. tuberculosis en cuatro tipos de segmentos metalicos. A diferen-
ciade S. epidermidis, M. tuberculosis rara vez se adhiri6 a las superficies
metalicas y mostré una discreta formacion de biofilm. Resultados
similares fueron reportados por Chen et al. [10] que compararon S.
aureus y M. tuberculosis in vitro e in vivo. Adetunji et al. [11] analizaron
las formaciones bioldgicas de M. tuberculosis en piezas de cemento,
ceramica o acero inoxidable. Las condiciones experimentales en este
estudio son dificiles de transferir en un modelo de implante in vivo
(por ejemplo, se formaron més biofilms cuando se utilizaron me-
dios que contenian 5% de extracto de higado). Sin embargo, se for-
maron mas biofilms con cemento que en la ceramica y acero inoxi-
dable [11]. Tomados en conjunto, los pocos datos disponibles de los
estudios in vitro e in vivo indican que la formaciéon de biopeliculas de
M. tuberculosis en segmentos metalicos es pobre en comparacién con
Staphylococcus spp.

Entre los 66 casos reportados por Veloci et al. [12], 13 (19,6%) fue-
ron tratados solo con agentes antituberculosos. Por lo tanto, en estos
casos no se realiz6 ninguna intervencién quirargica para reducir
la carga micobacteriana o para eliminar mecanicamente el biofilm
que se adhiere al implante. Un paciente fallecié a causa de meningi-
tis tuberculosa muy avanzada, tuberculosis miliar de los pulmones,
osteomielitis femoral y abscesos frios extendidos a lo largo del eje fe-
moral [13]. En los otros casos, no se reportaron fallos. Aunque solo en
6 (50%) de los 12 casos, hubo resultados de seguimiento de > 18 meses

después del final de la terapia. La duracién del tratamiento vari6é de 6
a 18 meses. Estos datos indican que la erradicacién de la biopelicula
tuberculosa es posible solo con quimioterapia. No se puede evaluar
si esto se debe a una formacion deficiente de la biopelicula en los im-
plantes metalicos o debido a una actividad anti-biofilm-efectiva de
los agentes antituberculosos.
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PREGUNTA 7: ;Cual es el papel de la sinergia microbiana en las infecciones polimicrobianas?

RESPUESTA: En las infecciones polimicrobianas, se puede formar un entorno complejo en el que existen interacciones microbiolégicas entre los
microorganismos. Existe evidencia cientifica que demuestra que pueden existir combinaciones de especies bacterianas, por lo que éstas pueden
protegerse mutuamente de la accion de los antibioticos a través del intercambio de genes de resistencia a la virulencia y a los antibidticos, y esto
puede ser evidente en los resultados adversos para las infecciones polimicrobianas relacionadas con implantes ortopédicos. También es probable
que las infecciones polimicrobianas sean mas probables en pacientes con inmunidad y curacion tisular deficiente.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mds fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Se han notificado diversas incidencias de infecciones polimicro-
bianas con tasas que oscilan entre el 6%y el 37% [1-5]. La literatura
demuestra constantemente que los pacientes con una infeccion
polimicrobiana muestran resultados de tratamiento inferiores.
Tan et al. informaron que los pacientes donde la infeccién peri-

protésica articular era polimicrobiana (IAP) tenian una mayor
tasa de fracaso (50,5%) en comparaciéon con las IAP monomicro-
biana (31,5%) y una mayor tasa de amputacion (odds ratio [OR]
3.80), artrodesis (OR 11,06) y mortalidad (OR 7,88) [2]. Del mismo
modo, Wimmer et al. demostraron que la tasa de infeccion libre
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después de dos anos fue de 67,6% para infecciones polimicrobia-
nas versus 87,5% para infecciones monomicrobianas en una serie
de 77 IAPs polimicrobianas [6]. Ademas, Marculescu et al. demos-
traron que la probabilidad acumulada de 2 afios de éxito de las
IAP polimicrobianas fue del 63,8% en comparacion con el 72,8% de
las IAP monomicrobianas [7].

Hay varias explicaciones para el aumento de la tasa de fracaso
en pacientes con IAP polimicrobiana. Algunas explicaciones de la
infeccién polimicrobiana incluyen las siguientes: la asociacion
con un trayecto fistuloso o un defecto de cobertura; la presencia
frecuente de organismos dificiles de tratar, como Enterococcus spp
y Gram negativos [2,7,8]; aumento de las comorbilidades [2,7]; y si-
nergia microbiana.

La sinergia microbiana se define como una interaccién de
dos o mas microbios en un sitio de infeccién que produce una
enfermedad mas agresiva y/o mas dificil de erradicar al crear con-
diciones mas favorables para ambas especies en comparacion con
infecciones que contienen un solo organismo [9,10]. De acuerdo
con esta definicidn, se puede apreciar que la infecciéon polimicro-
biana tiene un resultado menos 6ptimo que el de las infecciones
monomicrobianas debido a la mayor persistencia de patégenos
en el sitio de la infeccién, el aumento de la gravedad de la enfer-
medad y/o laresistencia antimicrobiana [10,11]. Si bien la sinergia
microbiana da como resultado una enfermedad peor, los datos
experimentales reales que respaldan este fenémeno son todavia
limitados [12-14], lo que puede estar relacionado con la compleja
y dindmica red de interacciones que ocurren en los sistemas na-
turales [15].

Los tipos identificados de infecciones polimicrobianas se de-
ben a:(1) cambios en la composicion relativa de especies individua-
les de microbiota [16]; (2) colonizacién de un microbio patégeno
de un sitio de infeccién que ya contiene microbios comensales
(saprofitos); y (3) la colonizacién de un microbio patégeno en un
cuerpo que normalmente no habitan [17].

Se han propuesto varios mecanismos de sinergia micro-
biana para explicar las interacciones de los microorganismos
durante las infecciones polimicrobianas. (1) Aporte cruzado de
metabolitos, en que una de las comunidades microbianas con-
sume como nutriente productos finales del metabolismo (dese-
chos metabélicos) de otra de las especies microbianas involu-
cradas, lo cual genera una optimizacién del entorno local en lo
referente a dichos productos finales del metabolismo [9,18,19].
(2) Sistemas de senalizacién dedicados: capacidad de muchos
microorganismos para comunicarse y coordinar actividades en
grupo a través de sefales quimicas de bajo peso molecular, el "
quorum sensing" [20]. (3) Estimulacién de la resistencia al sis-
tema inmunitario: produccién de sustancias quimicas que in-
ducen resistencia al sistema inmunitario como las proteinas de
la membrana externa que inhiben las vias inmunitarias [9,18].
(4) Supresion de la accion del sistema inmunolégico contra las
bacterias comensales (saprofitas): promocion del entorno de
crecimiento para patégenos comensales o saprofitos [9, 21, 22].
(5) Contacto directo: diferentes especies de microorganismos
producen exopolisacaridos que interactian entre si y con las
adhesinas unidas al material (capa de acondicionamiento) for-
mando un biofilm conjunto [23,24]. Y (6) aumento de la virulen-
cia de los organismos: produccién de sustancias que aumentan
la virulencia de otras bacterias [9].
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PREGUNTA 8: ¢Esla ubicacion del biofilm en un componente protésico concreto o en una ubicacion
anatomica especifica una consideracion importante en el manejo del implante infectado?

RESPUESTA: En la actualidad, el analisis de la ubicacién de las biopeliculas solo es posible en el laboratorio, no en el contexto clinico. Por lo tan-
to, es de importancia clinica desconocida en relaciéon con el tratamiento de infecciones relacionadas con implantes.

NIVEL DE EVIDENCIA: consenso

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%; en desacuerdo: 0%; abstencion: 0% (consenso unanime y mds fuerte).

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Las protesis articulares se han convertido en una herramienta vital
para el tratamiento de la artrosis en las avanzada de rodilla y caderay
tienen el potencial de mejorar sustancialmente la calidad de vida de
un paciente. Sin embargo, la infeccién articular periprotésica (IAP)
es una temida complicacién de estos procedimientos porque obliga
a costosos antibidticos intravenosos, estancias mas prolongadas en el
hospital y numerosos efectos negativos relacionados con la morbili-
dad del paciente [1]. Ocurren en el 0,5-2% de todos los procedimientos
primarios de artroplastia total, ya menudo involucran el crecimiento
de bacterias en un complejo compuesto de matriz celular y extracelu-
lar, conocido como biofilm [2,3]. La ubicacién exacta o la predileccién
por el crecimiento de las biopeliculas en componentes o materiales
protésicos especificos sigue siendo una pregunta importante, aunque
poco estudiada. No hay evidencia en la literatura que haya demostra-
do la formacién de biofilm en un tipo o ubicacién especifica de bioma-
terial o que haya demostrado la importancia de dicha ubicacién en el
manejo de infecciones relacionadas con implantes.

Las investigaciones anteriores que examinaron el papel de los
biofilms en la virulencia de la IAP se centran principalmente en los
métodos de deteccion, las modalidades de imagen y la clasificacion
bacteriana. Si bien el analisis de componentes aislados no suele ser
un enfoque principal, algunos trabajos han examinado patrones de
formacién de bacterias que ofrecen una visién preliminar. Stoodley
et al. [4] han demostrado que las proteinas fluorescentes colorea-
das pueden utilizarse para observar directamente los biofilms de P.
aeruginosa en tornillos de acero inoxidable. Se observé un desarrollo
irregular en los vastagos de los tornillos y entre las roscas de varios
tornillos, sin que se observara un patrén significativo de desarrollo.

También se ha demostrado que la microscopia de escaneo laser
confocal ayuda a la visualizacién de biofilm en implantes y tejido
circundante [5]; sin embargo, no existe un estudio dedicado a la for-
macioén preferencial de biopelicula sobre componentes especificos
o regiones anatémicas. Kobayashi et al. [6] y Nguyen et al. [7] han de-
mostrado la utilidad de la sonicacién en la deteccién de biopeliculas
en casos de IAP, lo que demuestra que la exposicion breve (de uno
a cinco minutos) de los componentes infectados a los ultrasonidos
es una técnica efectiva para detectar la adherencia bacteriana. Sin
embargo, se demostré que pocos componentes albergan bacterias
y los que lo hicieron no se examinaron para determinar la variabi-
lidad anatémica o especifica del componente. El trabajo preliminar
de Gémez-Barrena et al. [8] no mostré una diferencia significativa en-
tre los componentes de la cadera y la rodilla al albergar la formaciéon
de biofilm bacteriano. Si bien este trabajo se centré principalmente
en la patogenia de varios microorganismos y los componentes sélo
fueron clasificados como "cadera" o "rodilla", el hallazgo de que el
tipo de componente no afect6 la adherencia muestra indicaciones
primarias de que la cartografia de la formacién de biofilm puede no
ser importante para la gestion de las IAPs. La investigacion existente

con respecto a la ubicacion especifica del biofilm no estd completa
y no se puede definir su importancia . Serian interesante trabajos
adicionales para replicar experimentos preliminares y estudiar di-
rectamente la ubicacién de la formacién de biofilm en los diferentes
componentes ortopédicos.

Otro aspecto a considerar es la composicion quimica de los bio-
materiales ortopédicos y su posible capacidad para albergar biofilm.
Sheehan et al. compararon los componentes de acero inoxidable
y titanio utilizando cepas aisladas de S. aureus y S. epidermidis en un
modelo de implantacién intramedular femoral en conejos [9]. Este
estudio demostrd niveles mas altos de adherencia del biofilm a com-
ponentes de acero inoxidable dentro de las primeras 48 horas. Ambas
cepas mostraron este crecimiento preferencial, con niveles més altos
de adherencia que alcanzaron casi el 150% en acero inoxidable en com-
paracioén con el titanio. Tuke et al. ampliaron el trabajo para analizar el
papel potencial de las superficies del par de friccién metal-metal [10].
Se observé que se formaba un drea de desgaste en los dispositivos fa-
llidos recuperados, lo que indicaba una posible oportunidad para la
colonizacién bacteriana. Estos estudios demuestran la posibilidad de
una variacion especifica del material en la formacién de biofilm. Pa-
rece posible que componentes especificos, debido a su composicion
quimica o posicién anatémica, puedan ser mas susceptibles a la colo-
nizacion bacteriana con cepas asociadas a IAP. Sin embargo, hay una
falta de evidencia con respecto a los materiales comtinmente utiliza-
dos en los dispositivos de implantes, disponiendo s6lo de datos preli-
minares y especulativos para un mejor manejo quirtrgico.

Dado el ntimero limitado de estudios que evaltian la ubicacién
de las biopeliculas en componentes especificos aislados de pacien-
tes con IAP, ya sea clinicamente o en el laboratorio, se concluye que
no hay pruebas solidas de que la formacién de biofilm favorezca una
ubicacién especifica o un tipo de material en las artroplastias. Como
anécdota, parece intuitivo que el conocimiento de la ubicacion de los
biofilm ayudaria en la terapia quirdrgica, y un articulo reciente argu-
menta que una disolucién con actividad antibiofilm usada intraope-
ratoriamente seria una herramienta quirtrgica atil [11]. Sin embargo,
la falta de evidencia en la literatura impide obtener conclusién alguna
sobre la eventual importancia de la ubicacién especifica de las biope-
liculas en un componente en particular o que esto relevancia clinica.
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PREGUNTA 1: ;Existe evidencia de que la interferencia de comunicacion bacteriana al bloquear
el “quorum sensing” pueda minimizar la formacion de biofilm in vivo?

RESPUESTA: Los estudios in vivo en animales han demostrado que la interferencia con las sefiales/moléculas de “quorum sensing” en algunas
infecciones conduce a una disminucién en la formacion de biofilm. Hay resultados contradictorios en las especies de Staphylococcus. Sin embar-

g0, no hay estudios clinicos que demuestren este fendmeno.

NIVEL DE EVIDENCIA: Limitado

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%, en desacuerdo: 0%, abstencion: 0% (consenso undnime y mas fuerte)

JUSTIFICACION PREVIA LA REUNION

Si bien se han realizado multiples trabajos in vitro sobre las molécu-
las de “quorum sensing” y de “anti-quorum sensing”, también conocidas
como extincién de quérum, las investigaciones in vivo son limitadas y
ninguna de las estrategias estan preparadas para aplicacién clinica ge-
neralizada. Sobre la base de una biisqueda en las bases de datos NCBI,
Embase y Scopus, hay siete investigaciones in vivo durante los tltimos

cinco anos [1-7] (Tabla 1). Ademas, ha habido informes de inhibidores
del “quorum sensing” y estudios de extinciéon del quérum presenta-
dos en reuniones cientificas utilizando maltiples modelos in vivo [8].
La estrategia experimental varia. Se confia en los datos in vitro para
identificar el mecanismo molecular que conduce a la interferencia
con el quérum "quorum sensing" con la que se obtiene una disminu-

TABLA 1. Siete estudios in vivo en los ultimos cinco afios

Estudio Modelo animal Agente Mecanismo Efecto clinico
1[1] Infeccion del catéter Acido 3-fenilacético Se une de manera antagonista a los Disminucién de la formacién
peritoneal de peces receptores de deteccion de quérum | del biofilm
medaka RhIR y RgsR, bloqueando el ataque
inicial de P. aeruginosa (PAo1), lo que
retrasa la formacion de biofilm [1]
2[7] Pielonefritis de rata Phytol Los genes regulados a menoso A Disminucién de recuentos
Wistar mA, fimC, fl hC, flhD, bsmB, pigP bacterianos y enzimas de
shlA en S. marcescens conducen a virulencia (lipasa y proteasa),
una menor formacién de biofilm y disminucién de marcadores
produccién de factor de virulencia inflamatorios (MDA, NO,
MPO), histolégicamente no
hay inflamacion aguda
3[2] Gingivitis en ratones Inhibidores de “quorum Interferencia del autoinductor -2 Disminucién del nimero de
sensing” (compuestos de coloniasy de la pérdida de
furano, d-ribosa) hueso alveolar.
4[4] Supervivencia del Concentraciéon de Inhibicién de los rasgos de virulencia | Supervivenciaaumentada
gusano redondo Ceftazidima subinhibitoria | regulados por QSy formacion de
(Caenorhabditis elegans) biofilm; se une a los receptores QS las
Y pgs en P. aeruginosa
5[5] Acylase Péptidos degradados de “quorum Retrasar la formacién de
sensing” biofilm para S. aureusy P,
aeruginosa hasta por 7 dias.
6[6] Mortalidad dela Ostra | Phaeobacter gallaeciensis Regula a la baja los genes de Disminucién de la mortalidad
Larval S4Sm virulencia del patégeno. por infeccién por V. tubiashii
7[3] Supervivencia del Pyrrolo (1,2-a) pyrazinet, Expresion modular de los Aumento de la supervivencia
gusano redondo 4-dione, hexahydros- reguladores de “quorum sensing” (QS) | tras infeccién por
(Caenorhabditis elegans) | (2-methylpropyl) de luxTylafK V. alginolyticus
Alcaligenes faecalis

1047




1048 Parte XI  Biofilm

ci6n en la formacién de biofilm, ya sea bloqueando la produccién de
péptidos de senalizacion, bloqueando los receptores o iniciando de
forma activa las senales antagonistas del agente. Los datos in vivo con-
firman que el agente disminuye la formacién de biofilm.
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PREGUNTA 2: ;Se puede modificar una superficie de biomaterial para evitar la adherencia
bacterianay los biofilm? ;Cuales son las preocupaciones potenciales en la modificacion de las
superficies de los implantes para combatir las biopeliculas?

RESPUESTA: El propésito de la modificacion de la superficie es disminuir la adherencia bacteriana perioperatoria y prevenir asi la formacion de
biofilm. Esto se ha demostrado en estudios in vitro y modelos animales in vivo. Se han ideado numerosas estrategias para alterar las superficies.
Tales superficies modificadas pueden interferir con la osteointegracion esperada, la estabilidad mecanica y la capacidad de supervivencia del
implante a largo plazo. La duracion de los efectos antiinfecciosos a largo plazo es desconocida. Hasta la fecha, ningtin efecto in vitro positivo se ha

traducido en un contexto clinico.

NIVEL DE EVIDENCIA: consenso

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%, en desacuerdo: 0%, abstencion: 0% (consenso unanime y mas fuerte)

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Las infecciones articulares periprotésicas (IAP) representan del 1 al 20%
de los fracasos en las artroplastias y ademas generan una morbilidad
y mortalidad significativas [1 a 3]. La superficie del material utilizado
en la implantacién es un factor importante en la colonizacién bacte-
riana que conduce a IAP [4,5]. Algunas superficies son mas propensas a
la adherencia bacterianay la formacién de biofilms. Una biopelicula es
un agregado de células microbianas que se asocian de manera irrever-
sible con una superficie y se encapsulan en una matriz extracelular de
"limo" de polisacarido complejo que puede incluir enzimas, cristales y
glicoproteinas, el conjunto de todo lo cual forma un tejido vivo [6,7].
Los microorganismos mas comunes que residen en las biopeliculas
son especies de Staphylococcus [8,9]. Las biopeliculas adoptan formas
sésiles sobre las superficies de metal, fragmentos de huesos y cemento;
las bacterias también pueden encontrarse en forma plancténica y asi
pueden dispersarse dentro del liquido de la articulacién [10,11]. Debido
ala complejidad de todo este proceso multifactorial, la pregunta sigue
siendo si las superficies modificadas del implante pueden desempenar
un papel antiinfeccioso y cudles son las principales preocupaciones
con respecto a la modificaciéon de los dispositivos biomédicos.

(Puede modificarse la superficie de un biomaterial para
evitar la adherencia bacteriana y la biopelicula?

En 1987, Anthony Gristina [12] fue el primero en proponer el concep-
to de carrera por la superficie, en el que el destino del implante de

biomaterial depende del equilibrio entre la integracion tisular y la
adhesiéon microbiana con la formacién de biofilm. Este concepto
establece la hipotesis de las modificaciones del material que me-
jorarian la osteointegracion al tiempo que inhibirian la adhesion
bacteriana, eliminando el riesgo de infeccién [13]. Como resultado,
existe una amplia gama de superficies antiinfecciosas propuestas
para su uso en aplicaciones de implantes ortopédicos. Gallo et al. [14]
resumio las opciones disponibles como bactericidas, superficies an-
tiadherentes, recubrimientos multifuncionales/inteligentes y mate-
riales alternativos. Romano et al. [15] proponen un nuevo régimen de
clasificacién que describe el recubrimiento antibacteriano en tres
grupos distintivos [1]:

1. Acabado/modificacién pasiva de la superficie que evite la ad-

hesién sin liberar sustancias antibacterianas.

2. Acabado/modificacion de superficies activas que liberan sus-
tancias antibacterianas.

3. Portadores o recubrimientos de antibacterianos perioperato-
rios (aplicados durante la cirugia) que pueden ser biodegra-
dables o no biodegradables.

Las superficies activas y los recubrimientos perioperatorios pro-
porcionan solo soluciones temporales mientras agotan sus antimi-
crobianos al cabo de un tiempo. Las superficies pasivas pueden no
proporcionar las propiedades bactericidas necesarias para eliminar
lainfeccién, mientras que su accién se limita al area inmediata peri-
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TABLA 1. Superficies antiinfecciosas propuestas para su uso en aplicaciones de implantes ortopédicos

Método Tipo Ejemplos
Inorganico Ag, AgNP, AuNP, TiOz2, Se, CuNP
Organico Antibidticos recubiertos o unidos covalentemente, derivados del quitosano.
Bactericida
Combinado | Cobertura multicapa, polimeros cargados positivamente
Otros No antibiéticos (péptidos, enzimas, aceites)
Anti-adhesion Polimeros anti-adhesivos
Cobertura multifuncional| Pasivo Materiales inteligentes nanoestructurados
inteligente Activo Sensores unidos a nanocontenedores
Alternativas Bacteriofagos liticos

Ag: plata; NP: nanoparticulas; TiO2: 6xido de titanio; Se: selenio; Cu: cobre.

implante. La superficie ideal del implante debe tener: (1) un fuerte
potencial antiinfeccioso, (2) larga duracién del efecto, (3) biocompa-
tibilidad con la estabilidad mecénica y (4) respuesta del huésped y
dafno minimos [16-18]. Para lograrlo, las superficies pueden preparar-
se fisica/mecanicamente y/o recubrirse/modificarse quimicamente.

La etapa de adhesion reversible temprana de las bacterias al
titanio esta influenciada en gran medida por las caracteristicas to-
pograficas en la superficie [19]. Se han creado varios recubrimientos
antiadherentes sobre titanio mediante modificacién de la superficie
con polimeros, copolimeros o proteinas. Del Curto et al. [20] han de-
mostrado que la fase cristalina del éxido de titanio en la superficie
de los biomateriales reduce la adhesion bacteriana sin efectos adver-
sos en la biocompatibilidad. Ferraris et al. [21] demostraron que los
nanoporos producidos mecanicamente (0.1-0.2 um)y las nanofibras
de queratina pueden aumentar la biocompatibilidad sin aumentar
la adhesion bacteriana.

Lorenzetti et al. [19] han aplicado métodos de tratamiento hidro-
térmico para lograr de manera similar una menor adhesién bacte-
riana. Estos datos son muy alentadores y apoyan el concepto de que
las superficies de biomateriales pueden modificarse para evitar la
adherencia bacteriana.

La plata (Ag) ha sido conocida a lo largo de la historia, no solo
por sus aplicaciones de joyeria, sino también por sus efectos antimi-
crobianos [22,23]. Se cree que el mecanismo de accién es la forma-
cién de especies reactivas de oxigeno e iones biolégicamente activos
que danan las paredes bacterianas y se unen a los acidos nucleicos
e interrumpen la replicacion bacteriana [24]. Una ventaja adicional
del uso de Ag es el efecto contra las bacterias adheridas a la superfi-
cie sin una resistencia significativa al firmaco [25, 26]. Harrasser et
al. [27] estudiaron los efectos antimicrobianos de Ag y han observa-
do una actividad antimicrobiana significativa que se correlaciond
positivamente con las concentraciones de Ag. Un estudio reciente
de Aurore et al. [28] indicd que las nanoparticulas de Ag (AgNPs)
mejoraron la actividad bactericida en los osteoclastos. Como ta-
les, las nanoparticulas de Ag (AgNPs) han ganado atencién para su
aplicacién en las superficies de los implantes debido a su potencial
anti-biofilm, sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro
y su baja citotoxicidad para las células humanas [18,22,29-33]. Existe
una gran cantidad de literatura que examina el efecto anti-biofilm
de las AgNPs [18,25,34]. Kalishwaralal et al. [35] demostraron que las
AgNPs a una concentracién de 100 nM inhibian casi por completo la
formacién de biofilm (> 95%) de S. epidermidis y P. aeruginosa. Slane et
al.[33] encontraron que los cementos 6seos impregnados con AgNPs

redujeron significativamente la formacién de biofilm en compara-
ci6on con el cemento estandar. Algunos estudios también han men-
cionado el efecto sinérgico de las AgNP con los antibiéticos [36-38].
La ventaja mas notable de las superficies recubiertas con AgNP es la
capacidad de exhibir una liberacién controlada continua de agentes
activos a la regién periprotésica durante un periodo de tiempo sus-
tancial, por lo que funciona tanto en la capa superficial como en el
entorno inmediato.

Se ha demostrado que el yodo es un adyuvante exitoso para la
irrigacion y el desbridamiento en casos de IAP [39]. Adaptando esto
alaidea de implantar elementos de superficie, Tsuchiya et al. [40] in-
forman sobre un estudio clinico de mas de 222 pacientes en los que
los implantes tratados con yodo en la superficie fueron muy efecti-
VOs para prevenir y tratar infecciones después de la cirugia ortopé-
dica. No se observo citotoxicidad clara ni efectos adversos. Shirai et
al. [41] demostraron de manera similar una reduccion significativa
en la tasa de infeccion de los pines mediante el uso de tratamiento
con yodo en sus fijadores externos. Kabata et al. [42] también mues-
tran que los implantes de cadera tratados con yodo permanecieron
libres de infeccién en 14 casos de revision por infeccién y en 16 ar-
troplastias de cadera primarias inmunodeprimidas. En ninguno
de estos estudios se han notificado problemas relacionados con la
toxicidad local y sistémica o con la osteoconductividad y el enlace
6seo deteriorados. Al igual que el Agy el yodo, varios estudios han
apuntado a la incorporacién de antibidticos en los recubrimientos
de superficie depositados directamente sobre el implante [43-45]. La
mayoria de estas aplicaciones se basan en la informacién obtenida
de los cementos dseos cargados de antibiéticos y proporcionan una
barrera protectora inicial para la infeccién [46—48]. Los protocolos
actuales incluyen hidrogeles, poli-D, L-lactida, fosfato de calcio o re-
cubrimientos antibiéticos de hidroxiapatita. Otras técnicas directas
intentan modificar fisicamente la superficie para la adsorcién de
antibioticos, o simplemente sumergir el implante en antibidticos
produciendo un recubrimiento transitorio [48-50]. El reciente pro-
greso cientifico en las interacciones biomoleculares y la ingenieria
a nanoescala proporciona una nueva inspiracioén para los disefos
de implantes médicos que pueden tener el potencial de tratar una
infeccion [51,52]. Se ha demostrado que los antibidticos unidos co-
valentemente a las superficies metalicas inhiben la colonizacion
bacteriana tanto in vitro como in vivo [13,53,54]. A pesar de todos los
avances, la mayoria de los sistemas son rudimentarios y dificiles de
escalaralos estandares de la industria. Se necesita mas investigacion
y una tecnologia de implantes mas inteligente. Dicha tecnologia
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debe integrar directamente las defensas biolégicas en el disenio del
implante, haciendo que la proteccién sea viable durante la vida atil
de la protesis.

¢Cudles son los principales problemas para modificar las
superficies de implantes en la lucha contra las biopeliculas?

Una de las principales preocupaciones de los biomateriales antimi-
crobianos es el posible efecto citotéxico de la modificacién de la su-
perficie en relacién con la osteointegracion del implante y su super-
vivencia . Seglin una revision preliminar de la literatura, solo cuatro
estudios de laboratorio [55-58] y un estudio clinico [59] informaron
de efectos secundarios por la modificacion de la superficie. Las modi-
ficaciones de la superficie de Ag han mostrado una mayor actividad
de la lactato deshidrogenasa (LDH) como marcador de muerte celu-
lar, asi como menor recuento de células y menor actividad de la fos-
fatasa alcalina (ALP) [55-58]. Sin embargo, tales efectos son dificiles
de correlacionar con los resultados clinicos. Glehr et al. [59] realizd
el tnico estudio clinico que se centr6é en Ag mientras examinaba su
uso en megaprotesis; han documentado la presencia de sintomas de
intoxicacion por metales pesados, aunque no se observo correlacion
con la concentraciéon de Ag en sangre. Otros dos estudios in vitro uti-
lizaron modificaciones en la superficie de zinc y farnesol (farmaco
antifingico) respectivamente. Los resultados mostraron una menor
actividad de ALP, asi como dano celular a los preosteoblastos. Por lo
tanto, varios estudios coinciden en que los AgNP tienen el potencial
de ser toxicos para muchos tipos de células de manera dependiente
de la dosis y el tiempo, especialmente cuando se inhalan, se inyec-
tan o se ingieren [60-62]. Curiosamente, Shen et al. [63] realizaron un
estudio que revel6 que tanto las aleaciones de cromo-cobalto como
el titanio puro tenian efectos citotoxicos en las células precursoras
osteogénicas y en las células madre mesenquimales, mientras que la
incorporacion de AgNPs redujo esta citotoxicidad.

Cuando se trabaja con superficies modificadas, las bacterias pue-
den, en altima instancia, adaptarse y desarrollar resistencia al agen-
te utilizado. Laresistencia a los antibidticos es un hecho cotidiano en
la practica clinica. También se ha demostrado que las bacterias desa-
rrollan resistencia a la forma iénica de Ag y, menos frecuentemente,
a AgNPs [64,65]. Esto se debe a que la exposicion prolongada a los
AgNP, a diferencia de los iones Ag, es menos probable que dé como
resultado genes de resistencia, ya que los AgNPs tienen capacidades
de amplio espectro al atacar multiples sitios en o dentro de las cé-
lulas bacterianas [66]. Sin embargo, la resistencia a la plata parece
ser un proceso lento y es un problema menor en comparacién con la
resistencia a los antibiéticos [67]. Sin embargo, Kaweeteerawat et al.
[68] sugieren que los AgNP podrian potencialmente incrementar la
resistencia bacteriana a los antibiéticos al promover la tolerancia al
estrés mediante la induccion de especies de oxigeno reactivas intra-
celulares que causan mutaciones en el ADN.

En conclusion, las biopeliculas bacterianas son dificiles de pe-
netrar por los agentes antimicrobianos. La prevencién de las biope-
liculas y la adherencia bacteriana es probablemente la Ginica forma
efectiva de abordar el problema de la IAP. Las AgNPs y el yodo estan
ganando cada vez mas popularidad, especialmente por sus propie-
dades antiadherentes, antiinfecciosas y de resistencia bacteriana
minima. Sin embargo, se justifica una investigacion adicional de los
resultados a largo plazo de los pacientes con implantes de superficie
modificada.
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PREGUNTA 3: ;Cual es la relevancia de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los
organismos infectantes en una infeccion cronica mediada por biofilm?

RESPUESTA: Eluso de la CIM se limita a (1) definir niveles de antibiéticos a los que el microorganismo es susceptible en su estado plancténico, pero
no se puede usar para guiar el tratamiento de bacterias en biofilm y (2) seleccionar regimenes de antibidticos supresores a largo plazo donde no se
prevé la erradicacion de la infeccion. Se deben desarrollar y validar medidas alternativas de la eficacia del antibiético en el contexto del biofilm.

NIVEL DE EVIDENCIA: Fuerte

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%, en desacuerdo: 0%, abstencion: 0% (consenso undnime y mas fuerte)

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Las CIM se utilizan para definir la susceptibilidad de un microorga-
nismo individual (habitualmente bacterias) a una variedad distinta
de antibiéticos. Las metodologias establecidas para determinar las
CIM se relacionan con el estado plancténico de las bacterias, pero no
con las bacterias que viven en el biofilm [1].

La mayor parte de la informacién relacionada con las pruebas de
susceptibilidad para bacterias que viven en biofilm proviene de in-
vestigaciones en Fibrosis Quistica [2]. En relacién con las infecciones
por biopeliculas asociadas a implantes, los catéteres venosos centra-
les y los catéteres del tracto urinario a menudo se investigan, pero se
ha realizado muy poca investigacion clinica en infecciones de biofil-
ms asociadas con implantes ortopédicos [2,3]. Ya en 1990, Anwar y
Costerton describieron, para tratar bacterias que viven en biofilm, la
necesidad de un aumento extremo en las concentraciones in vitro de
antibiéticos, concentraciones a los cuales las bacterias plancténicas
eran completamente susceptibles, [4,5]. En una revision realizada
por lideres de opinién sobre las pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana en bacterias incluidas en biofilm., se observé que la CIM no
es adecuada para predecir el efecto de un antibiético en estas infec-
ciones [6]. En las directrices de la Sociedad Europea de Microbiolo-
gia Clinica y Enfermedades Infecciosas de 2014 para el diagnoéstico y
el tratamiento de las infecciones por biofilms, se establece que la sus-
ceptibilidad a los antibiéticos mediante CIM no puede servir de guia
para el tratamiento de los biofilm [7]. En su lugar, se han propues-
to otras medidas de eficacia del antibiético, como la concentracién
minima de erradicacién de biofilm (MBEC), la concentracién bac-
tericida minima de biofilm (MBBC) o la concentracién inhibitoria
minima de biofilm (MBIC). Se supone que éstos puedan ser 100-1000
veces superiores a la CIM, pero ain no se han establecido elementos
de prediccion fiable para el éxito del tratamiento.

Los mecanismos teéricos que impulsan el alto nivel de resis-
tencia a los antibioticos en biofilm incluyen la exclusién mecanica
de las moléculas de antibioticos por la matriz de polisacaridos y la
presencia de organismos persistentes latentes dentro de la biopeli-
cula. La contribucién relativa de cada uno de estos mecanismos es
incierta, pero los datos que empezamos a disponer sugieren que los
organismos persistentes constituyen hasta el 10% del biofilm. De-
bido al diferente fenotipo de estas bacterias, adaptado a las nuevas
condiciones de vida, son capaces de evadir la accién antimicrobiana
de una variedad de antibidticos convencionales que se basan en la
interrupcion de determinados procesos celulares. Post et al. mos-
traron que, aunque era posible erradicar el biofilm causado por S.
aureus, la concentracion de antibidtico necesaria prolongada en el
tiempo no podia lograrse in vivo ni mediante administracién sisté-
mica ni por ningtn procedimiento de administracion local actual-
mente disponible [8]. Urish et al. concluyeron que la tolerancia era
principalmente un fendmeno fenotipico, ya que elaumento de la ex-

posicion a la cefazolina no daba como resultado cambios en la CIM
[9]- En dos estudios, Antunes et al. identificaron que entre los aisla-
mientos de especies de Staphylococcus habitantes del biofilm, el 89%
se consideraron clinicamente resistentes a la vancomicina, incluso
cuando los mismos microorganismos en situacién planténica pre-
sentaron valores de CIM que los clasificaron como completamente
susceptibles a la vancomicina (CIM </=2 pg/mL) 10, 11]. Los autores
concluyeron que esta observacién particular mostré "que la produc-
cién de biofilm produce una barrera importante para la difusion de
antimicrobianos en el biofilm"y que "las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana basadas en valores de CIM por si solas no pueden de-
terminar con precision la susceptibilidad exacta de las biopeliculas
bacterianas”.

Ray et al. probaron in vitro ceftriaxona y gentamicina, ambos
antibidticos de uso comn en cirugia ortopédica, contra la biopeli-
cula de Serratia marcescens , a dosis de 10, 100, 1,000 veces mas que
la CIM establecida para el aislado plancténico y encontraron que el
antibiético, incluso en estas concentraciones, no redujo la biomasa
del biofilm [12].

Reiter et al. probaron in vitro rifampicina y vancomicina frente a
aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina en biofilm y planc-
ténicos , y observaron un aumento de 32-32.000 veces en la resisten-
cia a rifampicina y de 8-512 veces en la resistencia a vancomicina en
aislamientos de biofilm [13]. Posteriormente, llegaron a la conclu-
sion de que el antibidtico, utilizado a las concentraciones necesarias
para los microbios plancténicos (la CIM), no podia erradicar el bio-
film maduro.

Ruppen et al. probaron gentamicina como adyuvante de penici-
lina en un biofilm de estreptococo Grupo B in vitro, y encontraron un
aumento de 2.000-4.000 veces en la resistencia a penicilina en pre-
sencia de biofilm y un aumento de 1-4 veces para gentamicina [14].
Los autores senalan que las dosis de gentamicina probadas no se co-
rrelacionaban con las concentraciones in vivo alcanzables sin efectos
secundarios. Los autores concluyeron que la CIM no se correlaciona-
ba con la susceptibilidad a las cepas de biofilm probadas.

Hajdu et al. probaron diversos antibiéticos contra un biofilm
de S. epidermidis in vitro. También se probaron las susceptibilidades
de las mismas bacterias pero en forma plancténica con todos los
antibioticos analizados en el estudio. En biofilm las susceptibilida-
des fueron hasta 128 veces mayores que las CIM. Solo la ceftriaxona
mostré una reduccion en la biomasa total de biofilm. No se produjo
erradicacion bacteriana con ningtn antibidtico a ningin nivel por
encima del CIM. También se constatd que estos niveles eran mucho
mas altos que cualquier concentracién clinica tolerable in vivo [15].

Ravn et al. estudiaron in vitro biofilms de infecciones de implan-
tes por S. aureus, S epidermidis, Escherichia coli y Cutibacterium acnes y
encontraron susceptibilidades a antibiéticos de 4 (para Escherichia
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coli y ciprofloxacino) a 1.024 veces mayores que la CIM (para estafi-
lococos, Cutibacterium acnes y vancomicina) [16]. Los autores conclu-
yeron que utilizar concentraciones ajustadas segtin CIM puede no
afectar en absoluto a las bacterias que viven en el biofilm.

Monzoén et al. probaron la susceptibilidad de los biofilms de S.
epidermidis a una variedad de antibioticos in vitro. Todas las bacterias
en su forma planténica fueron completamente susceptibles a vanco-
micina. Los autores hallaron que la vancomicina, la teicoplanina, la
clindamicina y el ofloxacino a dosis ajustadas segtin CIM tenian una
tasa de muerte baja en la biopelicula madura de 24 horas. La rifampi-
cina no se vio afectada por la presencia de biopeliculas maduras y se
mantuvo con una alta tasa de muerte cuando se ajustaba segtin CIM
[17]- Los autores concluyeron que los antibidticos pueden perder su
capacidad de destruccion en biopeliculas maduras in vivo, a pesar de
ser totalmente eficaces segtin la CIM.

Molina-Manso et al. probaron la susceptibilidad del biofilm de
Staphylococcus in vitro y encontraron que ninguno de los antibiéticos
testados (rifampicina, vancomicina, clindamicina, cloxacilina, ci-
profloxacino) podria erradicar las bacterias que viven en el biofilm,
incluso en concentraciones muy por encima de las CIM calculadas
para cada aislamiento individual [18].

Claessens et al. probaron en biofilm in vitro concentraciones de
antibioticos hasta 40 veces superiores a la CIM calculada con aisla-
mientos individuales de S. epidermidis. Encontraron que solo la ri-
fampicina podia disminuir, pero no erradicar, la masa del biofilm,
mientras que la vancomicina, teicoplanina y oxacilina no disminu-
yeron la masa del biofilm [19].

Dada la gran cantidad de evidencia detallada anteriormente,
existe una clara necesidad de buscar enfoques alternativos para la
prevencion y el tratamiento de las infecciones relacionadas con el
biofilm. El uso de sistemas locales de administracion de antibiéticos
se considera ampliamente como un posible medio para alcanzar
concentraciones de antibiéticos suficientemente altas para supe-
rar la MBEC. Sin embargo, hay poca informacién sobre la duracién
6ptima de MBEC que debe superarse para conseguir una curacion.
También existe la preocupacion de que, aunque la elucién temprana
del antibiético del cemento produce altas concentraciones locales
de antibidticos, la concentracién tardia con niveles sub-CIM puede
promover el desarrollo de resistencia a los antibidticos, particular-
mente entre poblaciones bacterianas persistentes. Ademas, la MBEC
puede cambiar con el tiempo de exposicion a los antimicrobianos,
lo que complica attn mas los determinantes de la dosis local 6ptima
y los sistemas portadores [20].
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PREGUNTA 4: ;cual es la concentracion minima de erradicacion de biofilm (MBEC) de agentes

antiinfecciosos?

RESPUESTA: El MBEC de los agentes antimicrobianos es una medida de la susceptibilidad a los antibiéticos in vitro de los organismos infeccio-
sos productores de biopeliculas. Depende de la superficie, el medio y el periodo de exposicién a un agente antimicrobiano. No hay parametros de
medicién estandarizados para MBEC. MBEC es actualmente un valor de laboratorio de investigacion y carece de aplicabilidad clinica. En opinién
del grupo, seria muy deseable el desarrollo de un ensayo MBEC validado clinicamente.

NIVEL DE EVIDENCIA: consenso

VOTO DEL DELEGADO: De acuerdo: 100%, en desacuerdo: 0%, abstencién: 0% (consenso unanime y mas fuerte)

JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Una consulta de Medline sobre el item “concentracién minima de
erradicacién de biofilm” recuper6 149 referencias. En su mayor parte,
estas referencias se refieren a bacterias con poca o sin participacion en
infecciones de dispositivos ortopédicos. Una consulta sobre "concen-
traciéon minima de erradicacién del biofilm de agentes infecciosos"
obtuvo 18 referencias; ninguna de ellas estaba claramente relacionada
con la infeccién ésea ni de biomateriales de uso ortopédico. La bus-
queda en Medline "concentracion minima de erradicacion de biofilm
e infeccion asociada a implante" recupera solo tres referencias [1-3].

El trabajo de Coraga-Huber et al. [1] se enfoca en la evaluacién de
un modelo de concentracién minima de bacterias (MBC) en infec-
ciones de biomaterial, utilizando cepas de S. aureus y S. epidermidis.
La formacion de biofilm se hace con el sistema MBEC-HTP (placas de
alto rendimiento) de Innovotech, Inc. (Edmonton, Alberta, Canada),
y estd documentada mediante microscopia electrénica. La compa-
racion de CIM y MBEC se realiz6 para daptomicina, gentamicina,
vancomicina, rifampicina, fosfomicina, clindamicina y linezolid. Las
biopeliculas generadas por S. epidermidis muestran menos resisten-
ciaalos antibiéticos que las generadas por S. aureus. El MBEC es mu-
cho mas alto que la CIM para todos los antibidticos. La daptomicina
ylarifampicina son los antibiéticos mas efectivos contra S. aureus en
biofilm, pero no obtienen su erradicacién completa.

Brady et al. [2] plantearon la validez de la MBEC para reemplazar
el [JC. Se estudiaron veinte aislamientos de estafilococos en infec-
ciones por catéter (17 SCN, 3 SASM) y se probaron diez antibiéticos
(penicilina, oxacilina, eritromicina, clindamicina, fucidine, tetraci-
clina, gentamicina, vancomicina, teicoplanina y ciprofloxacino). La
cuantificacién de la formacién de biofilm en placas de microtitula-
ciony Tryptic Soy Broth (TSB) se obtiene por el método del cristal viole-
ta. La deteccion del mecanismo de formacién de biofilm (proteina o
polisacarido) se obtiene por tratamiento de metaperiodato de sodio
y placas de proteina quinasa. La busqueda del operén ica (cédigo en
estafilococos para la produccion de enzimas necesarias para la adhe-
sion) se realiza mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Die-
ciséis de las 20 cepas (80%) probadas producen biofilm; esta produc-
cién de biofilm es baja en 8 de las cepas, moderada en 2 yaltaen las 6
restante, siendo todas ellas portadoras de operones ica. La MBEC fue
de 10 a1,000 veces mas alta que la CIM para las bacterias productoras
de biopeliculas. En la practica, el MBC es > 256 jng/ml para todas las
cepas estudiadas, ya sea que se demuestre o no la produccién de bio-
film por las técnicas utilizadas, lo que plantea la cuestion de las cepas
que forman un biofilm de proteinas que no pueden ser cuantificadas
por el método del cristal violeta.

Zaborowska et al. [3] analizaron la sensibilidad de estafilococos
y enterococos de acuerdo con su produccién de biofilm. Las 13 cepas
estudiadas se aislaron de infecciones en material de anclaje 6seo

percutaneoy en mufiones de amputacion femoral para el ajuste pro-
tésico. Estos casos, por tanto, implican una protrusién permanente
de un implante de titanio a través de la piel, lo cual supone un pun-
to de entrada potencial para las bacterias de la flora cutanea y fecal.
Las bacterias se obtuvieron de muestras de hueso y de biomaterial
de 11 pacientes. Se trata de cuatro cepas de S. aureus, tres cepas de es-
tafilococos coagulasa negativos y seis cepas de Enterococcus faecalis.
Se analizaron MIC y MBEC de diez antibiéticos (clindamicina, gen-
tamicina, vancomicina, linezolid, ciprofloxacino, oxacilina, acido
fucidico, ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol y rifampicina). El
cultivo en placa de microtitulacion en TSB se utiliz6 para evaluar la
capacidad de produccién de biofilm. La masa total del biofilm for-
mado se midié con la técnica de cristal violeta, calificindolo como
ausente, baja, moderada, o alta produccion. La formacién de exopo-
lisacaridos (limo) se analizé6 mediante la técnica del rojo Congo.
La buisqueda del operén ica para estafilococos se obtuvo mediante
PCR. Ladeterminacién de la MBEC se realizé mediante el dispositivo
Calgary Biofilm (CBD). Once de las 13 cepas estudiadas producen bio-
film, pero la cantidad de biofilm es heterogénea segtin las especies
bacterianas. El MBEC es significativamente mas alto que la CIM para
los 10 antibiéticos estudiados. La relacion MBEC/MIC es variable con
marcadas diferencias entre las especies bacterianas. La MBEC es alta
y homogénea para todas las cepas de Enterococcus faecalis: MBEC|
MIC de 64 a 2048, mediana 512, para vancomicina, ciprofloxacino,
linezolid, ampicilina y rifampicina. En comparacion, las cepas de
Staphylococcus muestran una variabilidad significativa entre cepas;
para S. aureus la MBEC/MIC varia de 1 a 2.048, mediana 9, para los 10
antibiéticos probados. Para S. epidermidis la relacién varia de 0,0038
a 64, mediana 1. El operén ica se aisla para todos los estafilococos;
sin embargo, dos cepas no producen limo al aplicar el rojo Congo, lo
cual demuestra la variabilidad en la expresién génica. Para estas dos
cepas, la cantidad de biofilm evaluado por el cristal violeta fue muy
abundante, lo que indica que este biofilm consistié principalmente
en células agregadas sin produccién de limo.

El seguimiento clinico de los 11 pacientes se correlacioné con
los resultados expresados en MBEC. El fracaso se correlacion6 con
un alto valor de MBEC, pero no se alcanzé significacion estadistica.
Dos pacientes no presentaron ninguna complicacién (recurrencia,
reinfeccién, necesidad de retirada del material): en uno de ellos la
cepa no produjo biofilm, mientras que en el otro la produccién fue
baja. En el caso de otras cepas con baja a moderada produccién de
biofilm, los pacientes experimentaron una o dos complicaciones.
Un paciente desarroll6 las tres complicaciones (recurrencia, reinfec-
ciény necesidad de retirada del material), y su cepa producia mucho
biofilm. Al igual que en los otros dos estudios, el trabajo presentado
aqui solo prueba los antibidticos como monoterapia, mientras que
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en la practica clinica habitual es frecuente la terapia combinada, par-
ticularmente cuando se prescribe rifampicina.

El trabajo de Saginur et al. [4] analiza 17 cepas de S. epidermidis, 11
cepas de S. aureus susceptibles a meticilina SASM) y 12 cepas de S. au-
reus resistentes a meticilina (SARM), aisladas de infecciones en ma-
terial, calculando MIC y MBEC (dispositivo CBD) de g antibidticos
en monoterapia y 94 combinaciones de antibiéticos en biterapia o
triterapia. La MBEC es significativamente mas alta que la CIM, pero
también se encuentra una heterogeneidad significativa entre las ce-
pas en la monoterapia. Entre las 94 combinaciones de antibidticos
probadas, 11 son bactericidas en mas del 9o% de las cepas de SASM
que crecen en biofilm y g son para S. epidermidis. La rifampicina es el
antibidtico mas presente en estas combinaciones.

La eficacia de los antibidticos contra las bacterias que crecen en
una biopelicula generalmente se explora in vitro bajo condiciones es-
tandarizadasy breves de exposicion de la cepa bacteriana al antibiético
analizado. En la practica clinica, la exposicion a antibidticos es prolon-
gada [5]. En este trabajo, las cepas bacterianas (SASM, SARM, S. epidermi-
dis, E. coli, P. aeruginosa) se analizan para detectar el crecimiento en una
biopelicula a concentraciones variables de antibiéticos durante tres
periodos de exposicion a antibiéticos de uno, tres y cinco dias. Para la
mayoria de las cepas y antibiéticos probados, la MBEC es significativa-
mente mas baja después de 5 dias de exposicion a los antibidticos que
la medida después de 24 horas de exposicién. La medicion de la activi-
dad antibiética in vitro por la CIM determinada en bacterias plancténi-
cas no es predictiva de la actividad antibiética in vivo en bacterias que
crecen en una biopelicula. El MBEC es el parametro supuestamente
mas apropiado para predecir la eficacia de los antibidticos in vivo. La re-
vision de la literatura muestra que este parametro se ha estudiado cada
vez mas en los tltimos afios y se tiene en cuenta para probar los antibié-
ticos o varias moléculas contra multiples microorganismos.

Si bien el método de determinaciéon de MBEC in vitro no es pro-
blematico, la medicion de la produccién de biofilm es mas aleatoria.
La biopelicula esta formada por células bacterianas y una matriz ex-
tracelular de polisacaridos (limo) y/o proteinas. No todas las bacte-
rias producen biopeliculas. Para los estafilococos, la produccién de
biofilm esta vinculada a la existencia de un operén (ica), detectable
por PCR pero cuya expresion es variable, y el resultado positivo del
operén no significa produccién de limo. La medicién de la masa to-
tal de biofilm, generalmente mediante la técnica de cristal violeta,
que potencialmente define las cantidades de biofilm formado (au-
sente, débil, moderada, fuerte), no necesariamente tiene en cuenta
la composicion de esta biofilm, que probablemente modifique la
MBC de los antibiéticos.

La capacidad de producir biofilm es heterogénea en funcion de
la especie bacteriana. De acuerdo con los datos disponibles, la capa-
cidad para producir biofilm es grande en los Enterococcus faecalis sin
variabilidad entre cepas. Para los estafilococos, la capacidad de pro-
ducir biofilm parece mas marcada en S. aureus que en S. epidermidis,
pero lavariabilidad entre cepas es importante. La rifampicina parece
ser un antibiético mas activo en biofilm que el promedio. Sin embar-
g0, esto no es una regla absoluta. La eficacia de las combinaciones de
antibidticos es significativamente superior a la de las moléculas en
monoterapia.

En una situacién clinica concreta, para una cepa dada, la MBEC
no puede estimarse a priori, al menos para los estafilococos. De los
pocos datos publicados, el MBEC parece al menos 64 veces mas alto
que el MIC para los antibidticos activos contra Enterococcus faecalis
(ampicilina, vancomicina, linezolid, rifampicina). Para otras bacte-
rias, el MBEC de los antibiéticos activos no se conoce.

No existe una combinacién de antibiéticos que garantice la erra-
dicacion de bacterias en la biopelicula de estafilococos, aunque las
combinaciones de antibiéticos son generalmente mas efectivas que
los tratamientos en monoterapia. La medicion in vitro de la MBEC no
es una técnica rutinaria por el momento. El campo de investigacion
necesita definir una metodologia estandarizada para su posible uso
en la practica clinica. La alta produccién de biofilm se correlaciona
con una mayor complicacién o tasa de fracaso que la baja o nula
produccién de biofilm, pero sin una demostracion estadistica por el
momento.
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PREGUNTA 5: ;Los bacteriofagos tienen un papel en el tratamiento de la infeccion articular
periprotésica (IAP) resistente a multiples farmacos?

RESPUESTA: Desconocido. Aunque algunos estudios preclinicos y clinicos han demostrado un buen perfil de seguridad, asi como prometedores
efectos terapéuticos, cuando se utilizan bacteriéfagos para el tratamiento de infecciones 6seas y articulares, se requiere investigacion clinica adi-
cional sobre el uso de terapia con bacteriéfagos en pacientes con IAP resistente a multiples formacos.

Se conocen obstaculos para la terapia con bacteriofagos, incluido el hecho de que los bacteri6fagos se neutralizan en el suero y los patégenos
relevantes contienen inmunidad mediada por “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - associated protein-9 nuclease" (CRISPR/
cas9) contra el bacteriofago. Los fagos son usualmente especificos de cada cepa bacteriana; por lo tanto, un cdctel de diferentes linajes de bacteriofa-
gos podria ser necesario para tratar eficazmente las infecciones mediadas por biofilm

NIVEL DE EVIDENCIA: consenso
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JUSTIFICACION PREVIA A LA REUNION

Las IAPs representan problemas graves para los pacientes de todo el
mundo. Se ha informado que todas las superficies de los implantes
ortopédicos son susceptibles a la colonizacién por bacterias forma-
doras de biofilm, como S. aureus resistente a, P aeruginosa y muchos
otros organismos, lo que conlleva la resistencia a los antibiéticos
[1-4]. Para superar estos problemas, se estan desarrollando nuevas
estrategias de tratamiento que se centran en la interrupcién de las
biopeliculas [5]. La utilizacién de bacteri6fagos liticos para erradicar
las bacterias que causan las biopeliculas es una de las tecnologias
emergentes prometedoras [3,6].

Los bacteri6fagos son virus naturales que infectan las bacterias, y
son uno de los organismos mas abundantes en la biosfera. Cada bac-
teriofago es especifico de una especie microbiana particular. Como
todos los virus, los fagos solo pueden replicarse dentro de sus células
hospedadoras. Los fagos liticos inyectan su material genético en la cé-
lula bacteriana del huésped, se multiplican, y finalmente causan la li-
sis de las células bacterianas, lo cual libera nuevos fagos que contintian
el ciclo: . infeccién sucesiva de bacterias adicionales en un patrén ra-
pido y exponencial, facilitando la erradicacién completa de las bacte-
rias. El microbiélogo francés Félix d'Herelle describié por primera vez
los bacteriéfagos en 1917 [7]. Por su naturaleza, los bacteriéfagos son
buenos candidatos para la terapia antibacteriana. De hecho, se dirigen
especificamente a una bacteria, siempre que esté presente la bacteria
huésped correspondiente. En comparacién con los antibiticos, este
fenémeno es tnico, ya que es exponencial y autosostenido después
de una o varias administraciones. Ademas, los bacteriéfagos liticos no
afectan a las células eucariotas y no afectan la microbiota intestinal
cuando se administran localmente.

La tecnologia de bacteriofagos es particularmente prometedora
en pacientes con IAP multirresistente, ya que: (i) las IAP multiresisten-
tes son cada vez mas frecuentes [8,9]; (ii) la tasa de recaida es particular-
mente alta en pacientes con IAP causada por un patégeno resistente a
multiples firmacos [g-11]; (iii) los bacteriéfagos y los antibidticos son si-
nérgicos [12,3]; (iv) no hay resistencia cruzada entre la resistencia a los
antibioticos y la resistencia a los bacteriéfagos [6-12]; (v) algunos mo-
delos in vitro y en animales demostraron que los bacteriéfagos podrian
tener una actividad antibacteriana [6,13,14]; y (vi) los ensayos recientes
en humanos y animales que utilizan la terapia con fagos no han mos-
trado toxicidad tisular local ni efectos adversos para el huésped [15-20].

Los bacteri6fagos se utilizaron en la década de 1970 en Francia
[21] y continuaron siendo un tratamiento popular durante todo el si-
glo XX en Europa Oriental (Polonia) y en la antigua Unién Soviética

(Georgia, Rusia) en pacientes con osteomielitis recurrente. Se han pu-
blicado pocas series de casos en la literatura, incluidos pacientes con
infeccién pidgena articular nativa, osteomielitis crénica, supuracién
después de una fractura dsea y osteomielitis del pie diabético [22-26].
En estudios preclinicos que utilizaron modelos animales con bacte-
ri6fagos para IAP se encontré que previenen la adhesion bacterianay
también interrumpen la formacién de biofilm [13,27]. Los estudios en
animales también han demostrado sinergismo entre los antibi6ticos
y los bacteri6fagos [13]. En otro estudio en animales, Kishor et al. [26]
estudiaron la eficacia de varios fagos utilizados conjuntamente como
una modalidad de tratamiento para la osteomielitis crénica causada
por SARM en conejos. El estudio demostré que la combinacién de fa-
gos especificos seleccionados en funcién de su virulencia contra diver-
sas cepas de SARM clinicos fue efectiva para erradicar la infeccion, lo
que sugiere que un “coctel hecho a medida” de fagos solo puede ser
efectivo para atacar bacterias especificas en el asentamiento de una in-
feccién crénica. Algunos de los problemas con los modelos animales
actuales de IAP son que no replican las tensiones mecanicas que ocu-
rren en los entornos clinicos y, por lo tanto, pueden no ser totalmente
representativas de las situaciones clinicas.

Wright et al. realizaron un ensayo clinico aleatorizado, doble cie-
go con bacteriéfagos en humanos [28]. Estudiaron el efecto del cdctel
de combinacion de seis fagos dirigidos contra P. aeruginosa en el trata-
miento de la infeccién por otitis media crénica resistente a los anti-
biéticos. Los autores lograron efectos terapéuticos medibles con una
dosis minima, lo que sugiere un papel prometedor para la terapia con
fagos en el tratamiento de infecciones resistentes a los antibidticos.

No se han publicado series de casos que incluyan pacientes con
IAP (solo se recuperaron dos casos de una serie francesa de infeccién
osteoarticular tratada con bacteriéfagos) [6]. En la practica georgiana,
se utilizan mezclas especificas de fagos, como el cdctel “pyophage” que
contiene fagos contra S. aureus, Streptococcus, Proteus, P. aeruginosa yEsche—
richia coli (E. coli) o bacteri6fagos especificos dirigidos especificamente a
estafilococos,como el fago Sb-1(que podria importarse en los EE.UU.), el
bacteriéfago K o el bacteridfago ISP [22]. En Polonia, los fagos se seleccio-
nan de un banco en funcién de su actividad sobre la cepa del paciente
para adaptar el tratamiento (medicina personal)y para asegurar la acti-
vidad antibacteriana de los fagos utilizados [23,24]. Todos estos bacteri¢-
fagos se preparan clasicamente con un in6culo bacteriano, la infeccién
in vitro con el bacteriéfago y la purificacién de la preparacion en alicuo-
tas de 107 a 108 UFP/ml. Estas preparaciones estan aprobadas por las au-
toridades locales, pero no respetan los estindares europeos de "buenas
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practicas de fabricacién" (GMP) para realizar ensayos clinicos y obtener
Autorizaciones de Mercado (MA). De hecho, el producto final requiere
la eliminacién total de los componentes bacterianos para limitar la pi-
rogenicidad y los eventos adversos que pueden surgir durante la admi-
nistracién/uso del fago, especialmente cuando el fago se administra por
via intravenosa o directamente en una cavidad articular. Como conse-
cuencia, actualmente los bacteriéfagos no se inyectan directamente en
laarticulacién en pacientes con IAP, sino localmente a través de la fistula
y/o por via oral en pacientes con osteomielitis crénica [23-25].

Recientemente, se ha realizado un ensayo clinico multicéntrico
europeo. Evalta la terapia con fagos en infecciones de quemaduras
por P. aeruginosa y bacteriéfagos de E. coli a partir de un proceso de
bioproduccién francesa de GMP que se implementd de acuerdo con
los estandares de la Agencia Europea de Medicina (ClinicalTrials.gov
Identificador: NCTo2116010) . El equipo francés del Grupo de Estudio
de Infeccién Osteoarticular de Lyon (BJI) (también llamado CRIOAc
Lyon, centro de referencia regional para el tratamiento de infeccio-
nes complejas osteoarticulares en Francia; http: [fwww.crioac-lyon.
fr) ha utilizado como terapia de rescate, bajo la supervision de las au-
toridades sanitarias francesas, en tres pacientes con infeccion crénica
osteoarticular (una osteomielitis debida a P. aeruginosa ampliamente
resistente a antibioticos y dos IAPs por S. aureus) bacteriéfagos que
siguen el mismo proceso de produccién. Para todos los pacientes, el
coctel fue personalizado y seleccionado en funcién de la susceptibili-
dad bacteri6faga de los aislamientos clinicos (fagograma, que se basa
en un principio similar al antibiograma pero con bacteri6fagos) (ob-
tenidos por puncidn articular antes de la cirugia). Los dos pacientes
con IAP tenian una infeccién crénica con secrecion purulentay fueron
tratados con antibiéticos, desbridamiento y retencién de implantes
(DAIR), suplementados con una administracién directa del cocktail
bacteriéfago para S. aureus en la cavidad articular al final del procedi-
miento. Aambos pacientes les estd yendo bien durante el seguimiento
de 12 meses y 3 meses, respectivamente (datos no publicados).

Un ensayo clinico aleatorizado llamado PHAGOS comenzara
pronto en Francia para evaluar la adiciéon del bacteriéfago contra S.
aureus en pacientes con IAP recurrente. La disponibilidad de P. aerugi-
nosa, E. coli y S. aureus con GMP estandar en Francia es una gran opor-
tunidad para evaluar la terapia con fagos como un tratamiento aditivo
en pacientes con IAP, especialmente en pacientes con IAP resistente a
multiples firmacos. Aunque el tratamiento con fagos parece promete-
dory seguro, se necesita mas investigacion para comprender la inmu-
nogenicidad y responder a las preguntas restantes relacionadas con
este tratamiento tan distinto, tales como momento de administra-
ci6on, duracion, métodos de administracién y via de administracion.

Las limitaciones de los estudios actuales incluyen el espectro re-
ducido de bacterias analizadas, que se limitan a SARM y P. aeruginosa,
sin considerar estafilococos coagulasa negativos (CoNS), que con-
tribuyen sustancialmente a la aparicion de IAP [29]. Ademas , existe
una preocupacion con respecto a la inmunogenicidad de los fagos y
la disminucién de la eficacia terapéutica [30].
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