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Resumen

Introduccién

La sonicacion para el diagnostico de infecciones asociadas al uso de implantes es una

técnica util, si bien en infeccion del sitio quirtrgico tras implantacién de tubo de drenaje

abdominal no se dispone en la actualidad de diagnostico microbiol6gico basado en el

procesamiento del drenaje.

Hipdtesis

La recuperacion de bacterias viables mediante sonicacion es tiempo-dependiente.
La sonicacion de las prétesis articulares aumenta la sensibilidad manteniendo la
especificidad para el diagndstico de IP.

La sonicacidn de espaciadores proporciona informacion Gtil sobre el prondstico y
diagnéstico de la infeccidn.

La sonicacion de tubos de drenaje representa un método Util de diagndstico y un

marcador del prondstico de la infeccion del sitio quirurgico.

Objetivos

Determinar in vitro el tiempo Optimo de exposicion a ultrasonidos para la
recuperacion del mayor nimero posible de bacterias viables.

Evaluar la eficacia de una PCR multiple y del cultivo a partir del sonicado de la
protesis para el diagndstico de IP.

Analizar la utilidad del cultivo de espaciadores sonicados para el diagndstico y
prondstico de esta infeccion.

Evaluar la utilidad del cultivo de tubos de drenaje abdominales sonicados para el

diagnostico y pronostico de infeccidn del sitio quirurgico.



Resumen

Material y métodos

En los estudios clinicos, los pacientes se dividieron en aquellos con infeccion y aquellos

sin infeccion (grupo control).

En el estudio in vitro se utilizaron 5 cepas coleccion y discos de Ti6Al4Va.

Todas las muestras se sonicaron y el liquido obtenido tras sonicacion se sembré
cuantitativamente en medios de cultivo habituales, ademas de utilizarse para llevar a cabo

la técnica de PCR Unyvero i60 ITI®.

Se calcularon los parametros estadisticos de los métodos diagndsticos y se establecieron

correlaciones clinico-microbioldgicas estadisticamente significativas.

Resultados

En el estudio in vitro el Unico patron regular en la cantidad de microorganismos liberados

del biofilm se encontré entre el minuto 1y el 5, ya que aumentd progresivamente.

El cultivo del liquido de sonicacion de la protesis articular fue estadisticamente mas
sensible que el resto de cultivos en IP cronica (p<0,03). En conjunto con los cultivos

tradicionales, la S aumentd significativamente en IP cronica (p=0,0005).

Los pacientes con recuentos >10.000 UFC/mL del cultivo del espaciador sonicado o con
aislamientos de microorganismos diferentes a los de la primera cirugia tuvieron una peor
evolucion que el resto (p<0,01). Estos mismos parametros, junto con la positividad del
cultivo del espaciador sonicado y la positividad del tejido periprotésico, se

correlacionaron con infeccion (p<0,001).

El sistema Unyvero i60 ITI® mejor6 los pardametros de E y VPP (98% y 95,8%) con

respecto al cultivo del liquido de sonicacion de la prétesis articular (96% y 93,1%),



Resumen

aunque no se hallaron diferencias estadisticamente significativas con los del resto de

cultivos.

El aislamiento de patégenos potenciales tras el cultivo de los drenajes sonicados se
relaciond significativamente con la presencia de infeccion, complicaciones, mayor
recuento de leucocitos, aspecto seroso del punto de insercion del implante y el uso del

drenaje durante mas de 3 dias (p<0,04).

Discusion

Diversos estudios han demostrado que tiempos de sonicacién prolongados inactivan las
bacterias. Cinco minutos es el tiempo Optimo para recuperar la mayor cantidad de
bacterias viables que se encontraban formando un biofilm sobre la superficie de discos de

Ti6AI4V.

El cultivo del liquido de sonicacion de la protesis articular fue mas sensible que el resto
de cultivos en IP crénica, probablemente porque los microorganismos se encuentran
formando parte del biofilm. Cuando todos los cultivos (liquido de sonicacion de la
prétesis articular, tejido periprotésico y liquido articular) se llevaron a cabo, se

incrementd notablemente el nimero de pacientes diagnosticados.

El cultivo del liquido de sonicacion de los espaciadores se relaciond significativamente
con infeccion y mala evolucién del paciente a través de la positividad del cultivo,

recuentos >10.000 UFC/mL, y/o aislamiento de un microorganismo diferente al inicial.

La S de la PCR fue menor que la del cultivo del liquido de sonicacion de la protesis
articular. Por tanto, el cultivo de las distintas muestras sigue siendo necesario para el
diagnostico de IP. Por el contrario, la tasa de falsos positivos fue muy baja lo cual

demuestra que los resultados positivos se corresponden con pacientes con IP.



Resumen

Durante la practica clinica, recuentos superiores a 1.500 UCF/mL de patdgenos

potenciales en el cultivo de los tubos de drenaje sonicados indicarian la necesidad de

retirar o recambiar el drenaje para evitar complicaciones.

Conclusiones

El tiempo Optimo de exposicion a ultrasonidos debe alcanzar los cinco minutos
para recuperar la mayor cantidad de bacterias viables que forman parte de un
biofilm.

En infeccion protésica cronica el cultivo del liquido de sonicacién de la protesis
articular presenta mayor sensibilidad que el cultivo del liquido articular y del
tejido periprotésico, mientras que en aguda no ofrece ninguna ventaja. Llevado a
cabo junto con los dos ultimos, aumenta significativamente el numero de
pacientes diagnosticados de infeccion protésica crénica, por lo que seria
recomendable llevar a cabo los tres tipos de cultivo.

El cultivo del liquido de sonicacion de los espaciadores es Util para diagnosticar y
predecir la evolucion de la infeccion a través de la positividad del cultivo, el
recuento elevado y el aislamiento de un microorganismo diferente al detectado en
muestras de la primera cirugia. Llevado a cabo junto con el cultivo del tejido
periprotésico, aumenta el nimero de pacientes diagnosticados.

La PCR Unyvero i60 ITI® ofrece buenos datos de especificidad y valor
predictivo positivo por lo que debe utilizarse en la préctica clinica en casos con
una alta sospecha de infeccidn protésica para confirmar la infeccion. Sin embargo,
un resultado negativo no permite nunca descartar una infeccién, por lo que el
cultivo del liquido de sonicacion debe seguir llevandose a cabo para el

diagnostico de infeccidn protésica.



Resumen

Recuentos superiores a 1.500 UFC/mL de microorganismos considerados
“patogenos potenciales” en el cultivo de los tubos de drenaje sonicados, se
relaciona con infeccion del sitio quirdrgico y complicaciones. Los implantes
deben ser retirados en cuanto el aspecto del punto de insercion se torne seroso

estando su uso limitado a 3 dias.
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Abstract

Introduction

Sonication for the diagnosis of implant related infections is a useful technique, although

in surgical site infection (SSI) there is currently no microbiological diagnosis based on

the processing of the bioimplant.

Hypothesis

Recovery of viable bacteria through sonication is time dependent.

Prosthesis sonication increases sensitivity while maintaining good specificity for
the diagnosis of Prosthetic Joint Infection (PJI).

Sonication of spacers provides useful information about prognosis and diagnosis
of infection.

Sonication of abdominal drains is a useful method for the diagnosis of SSI and a

good marker of prognosis.

Objectives

To determine, using an in vitro study, the optimal time of exposure to ultrasound
waves to release the maximum number of viable bacteria.

To evaluate a multiplex PCR technique and the culture performed from the
sonicate fluid of prostheses, for the diagnosis of PJI.

To evaluate the usefulness of sonicate fluid culture of spacers for the diagnosis
and prognosis of infection.

To evaluate the usefulness of sonicate fluid culture of abdominal drains for the

diagnosis and prognosis of SSI.
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Materials and methods

As part of clinical trials, patients were divided into those with clinical criteria of infection

and those without infection (control group).

In the in vitro study, 5 collection strains and Ti6Al4Va discs were used.

Every sample was sonicated and the sonicate fluid was quantitatively cultured on habitual

culture media and used to perform the multiplex PCR Unyvero i60 ITI®.

Statistical parameters of all diagnostic methods were calculated, and significant clinical-

microbiological correlations were established.

Results

In the in vitro study, the number of microorganisms released from the biofilm increased

progressively from minute 1 to minute 5.

Sonicate fluid culture of prosthesis was statistically more sensitive than the rest of
cultures in delayed PJI (p<0.03). When it was performed in addition to conventional

cultures, sensitivity increased in delayed PJI (p=0.0005).

Patients with counts above 10,000 CFU/mL (colony forming unit per mL) of sonicate
fluid culture of spacer, or with isolation of different microorganisms to those obtained in
the first surgery, had a worse outcome (p<0.01). These parameters, together with having a
positive result from the sonicate fluid culture of spacer and peri-implant tissue culture,

were associated with infection (p<0.001).

The Unyvero i60 ITI® system improved specificity and positive predictive value (98%

and 95.8%) in relation to sonicate fluid culture of prosthesis (96% and 93.1%). However,
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there were no significant differences when the sensitivity of PCR was compared to that of

the rest of methods.

The isolation of potential pathogens in the sonicate fluid culture of abdominal drain was
statistically related to SSI, complications, higher count of leukocytes, serous appearance

of the surgical wound, and use of the device for more than 3 days (p<0.04).

Discussion

Several studies have demonstrated that long exposure time to ultrasound waves inactivate
bacteria. Five minutes is considered the optimal exposure time to recover the maximum

number of viable bacteria from a biofilm on the surface of Ti6Al4V discs.

Sonicate fluid culture of prosthesis was more sensitive for delayed PJI than the rest of the
cultures, probably because microorganisms form part of the biofilm. When 3 cultures
(sonicate fluid culture of prosthesis, peri-implant tissue culture and synovial fluid culture)

were carried out, the number of patients diagnosed increased.

Sonicate fluid culture of spacer was statistically related to infection and poor outcome of
patients depending on having a positive result from the culture, counts above 10,000

CFU/mL and/or isolation of a microorganism different to the initial one.

PCR sensitivity was lower than that of sonicate fluid culture of prosthesis, though there
were no statistically significant differences. Thus, culture of all samples remains
necessary for the diagnosis of PJI. On the contrary, the rate of false positives was very

low, which means that almost all positive data were indicative of PJI.

In routine clinical settings, pathogen counts above 1,500 CFU/mL appear to indicate the

necessity of removing or replacing the drain to avoid complications.
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Conclusions

14

Five minutes is the optimal exposure time to ultrasounds to recover the maximum
number of viable bacteria from a biofilm.

In delayed prosthetic joint infection, sonicate fluid culture of prosthesis shows
higher sensitivity than peri-implant tissue culture and synovial fluid culture,
whereas in early infection there are no such advantages. When carried out
together with those 2 cultures, the number of patients diagnosed increased
significantly in delayed prosthetic joint infection, and as a result it is
recommended to perform 3 cultures.

Sonicate fluid culture of spacer is useful for diagnosing and predicting the
infection outcome, through having a positive result from culture, high counts and
isolation of a microorganism different to that detected from first surgery. When
carried out together with peri-implant tissue culture, the number of patients
diagnosed increased.

PCR Unyvero i60 ITI® shows good values of specificity and positive predictive
value and must be carried out in the routine setting for simple and quick
confirmation in cases of high suspicion of prosthetic joint infection. However, a
negative result does not necessarily mean not having infection, reason why
sonicate fluid culture of prosthesis remains necessary for the diagnosis of
prosthetic joint infection.

Pathogen counts above 1,500 CFU/mL in sonicate fluid culture of abdominal
drain, are related to surgical site infection and complications. Implants must be
removed once the insertion point turns serous and their use must be limited to 3

days.
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Introduccion

El empleo de implantes quirurgicos ha mejorado la calidad de vida de los pacientes y las
tasas de supervivencia relacionadas con diferentes patologias[1]. Sin embargo, la alta tasa
de infecciones asociadas al uso de implantes, que son aquellas infecciones que ocurren
como consecuencia de la utilizacion de dispositivos biomédicos durante la practica

clinica, ha obligado a desarrollar nuevos métodos para su diagndstico.

En las infecciones asociadas al uso de implantes estd implicada la formacién de un
biofilm[1], ya que sobre estos dispositivos de composicion variada (silicona, polivinilo,
polipropileno, titanio, etc.) y utilizados con diferentes fines (terapéuticos en la mayoria de
los casos), microorganismos de distinta indole pueden adherirse a ellos en un inicio,
formando finalmente un biofilm sobre la superficie del material[2]. Las infecciones
asociadas a la formacidn de biofilms pueden localizarse sobre tejidos vivos (infeccion del
sitio quirurgico, infeccion pulmonar tipo fibrosis quistica, endocarditis, etc.) o mas
caracteristicamente sobre los dispositivos biomedicos[3]. Entre los tipos de implantes
mas utilizados en medicina y que con mayor frecuencia originan infecciones asociadas a
su uso se encuentran las protesis articulares, espaciadores y material de osteosintesis, y

los catéteres vasculares.

En todas las infecciones asociadas al uso de implantes se establecen interrelaciones entre
el material, los factores de patogenicidad del microorganismo, el tejido en el que se
implanta el material y el sistema inmune del huésped[4]. Por un lado, los propios tejidos
se adhieren a la superficie del material gracias a sus proteinas y glicoproteinas. Ademas el
propio dispositivo puede dafiar los tejidos circundantes y originar intolerancia o rechazo
en forma de reaccion crdnica granulomatosa en la que las células multinucleadas
fagocitan particulas del material. Y por ultimo, los microorganismos presentes en la

interfase entre el propio material y el implantado, activan una cascada de mecanismos
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enzimaticos asi como células proinflamatorias, resultando en las manifestaciones clinicas

de la infeccion[5].

El acceso de los microorganismos al implante es muy variado. Uno de los principales
origenes de la infeccidn es la colonizacién del dispositivo por la microbiota cutanea del
propio paciente en el caso de que la colocacion del material conlleve un acto quirargico.
Otro posible origen es la contaminacion ambiental del dispositivo durante la cirugia.
Infecciones por contigliidad o por diseminacion hematdgena constituyen otras causas[1].
Por tanto, queda reflejado que la etiologia de las infecciones asociadas al uso de
implantes abarca un gran namero de microorganismos: aquellos que forman parte de la
microbiota cutdnea  (Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
fundamentalmente), asi como microbiota intestinal, orofaringea o vaginal por
contiguidad. En otras palabras, las infecciones en las que la formacion de un biofilm esta
implicado (como son las infecciones asociadas al uso de implantes) pueden ser

polimicrobianas[6]. En infecciones tempranas el agente causal suele ser S.aureus 0 BGN,

mientras que las tardias se suelen asociar con bacterias menos virulentas como ECNJ[5].
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3.1 Cuadros clinicos de infecciones asociadas al uso de implantes

3.1.1 Infeccidn de protesis articular

Se sospecha de IP cuando se cumple al menos uno de los criterios que Osmon y cols

recogen[7]:

e Presencia de fistula que comunique con la protesis.

e Evidencia de inflamacion aguda observada mediante examinacion histopatoldgica
del tejido periprotésico.

e Presencia de pus macroscopico alrededor del implante.

e Dos 0 mas cultivos positivos de muestras de alta calidad (liquido sinovial, tejido
periprotésico, hemocultivos).

e Dolor agudo o cronico en ausencia de un problema mecanico y al menos un
pardmetro analitico alterado (Velocidad de Sedimentacion Globular, Proteina C

Reactiva o recuento celular sinovial).
La IP se puede clasificar atendiendo a varios criterios:

a) Segun el origen de la infeccién. Las posibles fuentes son aquellas descritas por

Zimmerli y cols[8]:

e Durante el propio acto quirtrgico mediante la inoculacion del microorganismo
en la herida quirargica o inmediatamente después de la cirugia.

e Infeccion adquirida por contiguidad desde un foco cercano de infeccion o una
infeccion de la herida quirdrgica por microorganismos que penetran cuando un
traumatismo compromete la barrera de la piel.

e Diseminacion hematdgena desde un foco lejano de infeccion a través de la

sangre.
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b) En funcion de la localizacion, la infeccion puede afectar a las siguientes protesis:

Total de cadera.

Parcial de cadera.

Rodilla.

Hombro.

Codo.

c) En funcion del momento de aparicion con respecto a la cirugia y sintomatologia,
la clasificacion méas aceptada es la sugerida por los autores Tande y cols[6] ¥
Tsukayama[9]:

e Aguda: aparece antes del mes 1 0 3 segun los autores. Es muy sintomaética.

e Cronica: aparece entre el mes 1 o 3 y el mes 12 o 24. Es muy poco
sintomaética.

e Hematdgena: a diferencia de las anteriores, no esta relacionada con la cirugia,
sino con la diseminacion a través de sangre de microorganismos hasta el
implante, el cual colonizan. Es muy sintomatica pero aparece entre el mes 6 o

12 y 24, por lo que es considerada una infeccion aguda de comienzo tardio.

llustracién 1. Ejemplo de modelo de protesis total cadera (izquierda) y parcial de
cadera (derecha)[10].
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lHustracion 2. Ejemplo de modelo de protesis de rodilla[11].

Componente

3 Componente femoral
rotuliano

Platillo de polietileno del
componente tibial

Modulo metalico del -
componente tibial

El tratamiento de la IP puede ser antimicrobiano o quirdrgico con retirada de la protesis.
El objetivo de todo procedimiento quirargico en este sentido es retirar el tejido infectado
o disminuir la carga del biofilm en caso de que la protesis no se retire. Las principales

estrategias quiruargicas son las siguientes[6, 12]:

e Desbridamiento, antibidticos, irrigacion y retencién del implante (DAIR).
Consiste en una cirugia de irrigacion y limpieza de material necrético, tejido
infectado, hematomas o pus alrededor de la protesis, asi como retirada de los
componentes moviles de la protesis (habitualmente polietileno). Tras la cirugia, el
paciente recibe tratamiento antimicrobiano intravenoso durante 2-6 semanas (4-6
si no se usa la rifampicina) seguido de tratamiento oral hasta completar una
duracion total de 6 meses (en rodilla) o 3 meses (en el resto de protesis). Las
muestras tomadas durante la cirugia se cultivan, por lo que el tratamiento
antimicrobiano se ajusta al perfil de sensibilidad del microorganismo aislado, o se

da un tratamiento empirico en caso de que los cultivos sean negativos.
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e Recambio en un tiempo. Tras un desbridamiento, se retira la proétesis (y
espaciadores en caso de que los hubiera) y se implanta una nueva, todo en el
mismo acto quirargico. El esquema de terapia antimicrobiana es el mismo que en
el caso anterior.

e Recambio en dos tiempos. Considerada la mejor alternativa para erradicar la

infeccion y conservar la funcionalidad de la articulacion, implica dos actos
quirurgicos. En el primero, se procede al desbridamiento tisular (con recogida de
muestras), retirada de la protesis infectada y colocacion de un espaciador
generalmente cargado con antibidtico. Tras esta primera cirugia, el paciente recibe
terapia antimicrobiana intravenosa durante 4-6 semanas, seguido de un periodo de
2-6 semanas sin farmacos. La implantacion de la nueva prétesis ocurre en otro
acto quirurgico diferente.
Los espaciadores colocados en el recambio en dos tiempos tienen dos funciones
principales. La primera, proporcionar soporte mecanico, manteniendo la posicion
adecuada de la articulacién y evitando contracturas musculares. Y la segunda es
proporcionar terapia antimicrobiana local cuando van cargados con antibidticos
(generalmente, vancomicina y/o un aminoglucésido).

e Artroplastia de reseccion (sin reimplantacion). Se considera la Ultima alternativa
para evitar una amputacion en pacientes con fracaso antimicrobiano o aquellos
que no pueden o no quieren ser sometidos a una nueva cirugia. Consiste en la
retirada total de la articulacion, lo cual imposibilita su movilidad. La artroplastia

total de cadera se conoce como técnica de Girdlestone[13].

Muchos médicos sugieren llevar a cabo una terapia oral supresora crénica tras la terapia
antimicrobiana del DAIR o del recambio en un tiempo. Una vez finalizada la terapia

antibidtica, el riesgo de fracaso aumenta considerablemente, especialmente durante los
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primeros 4 meses tras el fin del antibidtico. Proporcionar una terapia supresora oral
parece contribuir a la resolucion del proceso por terminar de erradicar el biofilm. La
situacion ideal para prescribir esta terapia supresora cronica es que el microorganismo
sea susceptible a un antibidtico oral bien tolerado, que el paciente no tenga dolor y que el
implante permanezca estable. Sin embargo, este esquema debe considerarse sélo como
ultima opcion, debiendo plantearse s6lo en situaciones en las que el resto de esquemas

han fracasado o son imposibles de aplicar.
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llustracion 3. Estrategias médicas y quirurgicas para el manejo de la IP[6].

Single surgery

2-6 weeks
(4=t weeks if I'iri||:1|l n 15 not used)

Fluorogquinolone (or alternate bioavailable oral antimicrobial)

Rifampin {for staphvecocct)
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(4= weeks ||'|i|i|||||'|:|| is not used)

, Fluoroguinolone (or alternate ioavailable oral antimicrobial )
One-stage

exchange Rifampin {for staphy

3 months

Implant-free time
period

4-f weeks

Two-stage ) : : scted IV Antimicrobial free
exchange idergo 0 obial(s time period

negative

- weeks

Permanent
resection

Highly variable,

sge [EX1
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En la IP aguda, los microorganismos se encuentran fundamentalmente en estado
planctonico, mientras que en la IP cronica y hematogena se hallan formando un biofilm
sobre la superficie del material[6, 14]. Es importante conocer de antemano los principales
agentes etioldgicos de la IP para dirigir la terapia antimicrobiana empirica, ya que los
pacientes que reciben una adecuada terapia antes de disponer de los datos del laboratorio
tienen menos probabilidad de fracaso[15]. Los agentes etioldgicos de la infeccion aguda
suelen ser microorganismos altamente virulentos (Staphylococcus aureus, BGN,
anaerobios), mientras que las infecciones cronicas estan causadas habitualmente por
microorganismos menos virulentos (ECN, Propionibacaterium spp, enterococos). Las
infecciones hematdgenas suelen ser debidas a Staphylococcus aureus, BGN o
estreptococos B hemoliticos[16]. Aunque S. aureus es la principal causa de IP, en los
ultimos afios ha habido un aumento considerable de la proporcién de BGN como agentes

etioldgicos, siendo un porcentaje no despreciable de estos Gltimos multi-resistentes[17].

3.1.2 Infecciones asociadas al uso de drenajes abdominales

Los drenajes abdominales son dispositivos biomédicos colocados abdominalmente tras
una cirugia a ese nivel (hepatica, biliar, pancreética, intestinal, etc.), con el fin de
favorecer la salida del liquido y evitar su acumulacién, asi como detectar sangrado y fuga
anastomatica postoperatorios[18]. A pesar de que existe una gran controversia acerca de
si el uso de estos dispositivos conlleva méas perjuicios que beneficios (tales como dolor,
hemorragias, inflamacion, migracion retrograda bacteriana, etc.),[19] se siguen utilizando
en la préctica quirtrgica[20-22]. Una de esas complicaciones es la aparicién de
infeccion[23, 24]. De hecho, su uso esté considerado un factor de riesgo para el desarrollo

de infeccidn del sitio quirtrgico[25].
Los drenajes pueden clasificarse en dos grupos segun la forma de drenar que tengan[26]:
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e Pasivos 0 abiertos. Funcionan gracias a la gravedad. No extraen el liquido sino
que permiten que este salga libremente por rebosamiento. Favorecen por tanto un
flujo bidireccional, lo cual conlleva riesgo de infeccion.

e Activos o cerrados. Conectados a un dispositivo de aspiracion que extrae el
liquido. La evacuacion del liquido es mas eficaz y el riesgo de infeccion menor.
Dentro de estos se incluyen:

o Jackson Pratt: drenaje liso plano en el inicio y circular al final,
multiperforado, de silicona. El sistema de vacio al que estad conectado es
tipo pera.

o Redon: drenaje redondo, rigido, multiperforado, de cloruro de polivinilo
(PVC). Conectado a un frasco estéril al que previamente se le ha hecho el
vacio.

o Blake: drenaje redondo de silicona que en su luz cuenta con 4 canales

conectados por la parte central, lo cual evita que se colapse.

llustracion 4. Drenaje Blake (imagen izquierda superior), Jackson Pratt (izquierda
inferior) y Redon (derecha).

La definicion universalmente aceptada de infeccion del sitio quirdrgico es la propuesta
por el CDC (Centers for Disease Control and Prevention de EEUU).[19] Esta definicidn

es compleja ya que tiene en cuenta varios factores[19, 27]:
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e Tipo de procedimiento quirdrgico.

e Referencia temporal.

o Referencia anatomica: superficial, profunda y de 6rgano espacio.

e Criterios diagnosticos: clinicos, microbioldgicos o criterio personal del sanitario

que atienda al enfermo.

Las heridas quirdrgicas se pueden clasificar en cuatro clases, atendiendo al riesgo de

infeccion de la cirugia[19, 27]:

e Clase I: limpia. Intervencidn realizada bajo condiciones de esterilidad en la que la
incision atraviesa la piel sana y no afecta a las mucosas ni a la cavidad
orofaringea. No hay signos de inflamacion. Riesgo de infeccion bajo (1-5%).

o Clase IlI: limpia-contaminada. Hay apertura del tracto respiratorio, gastrointestinal
0 genitourinario pero de manera controlada y sin demasiado grado de
contaminacion. Riesgo de infeccion medio (5-15%).

e Clase Ill: contaminada. Intervencion sobre una herida traumética reciente,
incision sobre tejido inflamado no infectado, derramamiento importante del
contenido del tracto gastrointestinal en el campo operatorio, violacion de la
esterilidad o incisidn sobre un tejido con inflamacion aguda no purulenta. Riesgo
de infeccion medio (5-15%).

e Clase IV: sucia-contaminada. Herida que acomparfia a una infeccion clinica (pus)
0 a la perforacion de una viscera; o herida traumatica de més de 6 horas de

evolucion. Riesgo de infeccion alto (hasta 40%).

En este caso, cabe espera que los principales agentes etioldgicos sean microorganismos

de la microbiota cutanea y de la microbiota intestinal.
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3.1.3 Otras infecciones asociadas al uso de implantes

Ademas de las anteriormente descritas, existen otros dispositivos cuyo uso puede

ocasionar infeccion, siendo algunos de ellos de gran relevancia a nivel epidemiolégico

(como cateéteres vasculares o sondajes vesicales)[1], si bien no se describen en detalle al

no ser objeto de estudio en la presente tesis:
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Dispositivos extravasculares: implantes mamarios, genitales, mallas quirdrgicas,
implantes cocleares, neuroestimuladores, valvulas y drenajes del SNC, sondajes
vesicales, etc.

Los cuadros clinicos varian desde un leve eritema alrededor de la zona donde se
implanta el dispositivo a infeccion del sitio quirdrgico o cuadros mas serios como
infeccion del parénquima cerebral, otitis media, mastoiditis, meningitis etc.

Los agentes etioldgicos suelen ser microorganismos de la microbiota cutanea ya
que estos dispositivos se encuentran en contacto directo con la piel. Ademas,
microorganismos de las microbiotas saprofitas del lugar donde se inserta el
implante pueden causar infeccién, como Streptococcus pneumoniae.

Dispositivos intravasculares: electroestimuladores cardiacos (marcapasos,
desfibriladores, dispositivos de resincronizacion cardiaca), valvulas cardiacas,
catéteres vasculares, etc.

En este caso los cuadros clinicos suelen ser méas graves, con bacteriemia y
endocarditis, aungque también puede haber sintomas y signos locales.

Los agentes etioldgicos suelen ser cocos gram positivos, especialmente S. aureus
y SCN, y los dispositivos se suelen contaminar durante la implantacion del

sistema o por via hematogena.
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3.2 Diagnostico microbioldgico de las infecciones asociadas al uso de

implantes

En las infecciones asociadas al uso de implantes el diagnostico microbiologico béasico

consiste en[5]:

e Cultivo de muestras de colecciones y abscesos peri-implante.

e Cultivo de biopsias de tejido.

e Extraccion de sangre para hemocultivo, serologia o técnicas de PCR.

e Procesamiento del propio implante por sonicacion. El liquido obtenido tras

sonicacion se siembra o se utiliza para llevar a cabo técnicas de PCR.

Como veremos mas adelante, el biofilm supone un mecanismo de defensa para el
microorganismo (proteccidn frente a antimicrobianos, ante el sistema inmunolégico, etc.).
Por tanto el primer paso para el tratamiento de las infecciones asociadas al uso de
implantes, siempre que fuera posible, seria el reemplazamiento del dispositivo y su
procesamiento microbiologico para identificar los microorganismos responsables de la
infeccion, asi como llevar a cabo su estudio de sensibilidad antimicrobiana. No obstante,
en muchos casos la sustitucion del dispositivo es un proceso complejo que conlleva
riesgos para el paciente, o tradicionalmente se ha considerado que el procesamiento del
implante es de poca utilidad, por lo que el diagndstico microbiolégico debe basarse en el
andlisis de otras muestras (cultivo de liquido cefalorraquideo, hemocultivos, liquido

articular, etc.).

29



Introduccion

3.2.1 Diagnostico microbioldgico convencional de las infecciones

asociadas al uso de implantes

3.2.1.1 Infeccidn de protesis articular

El diagndstico de IP esta basado en[6, 12]:

e Hallazgos clinicos (criterios previamente descritos[7]).

e Pruebas de imagen: radiografias, resonancias magnéticas, etc.

e Andlisis histolégico positivo en tejido periprotésico, observando cualquier
hallazgo de inflamacion aguda.

e Examen de sangre periférica: principalmente aumento de Velocidad de
Sedimentacién Globular y Proteina C Reactiva.

e Anadlisis del liquido articular: principalmente aumento del porcentaje de
polimorfonucleares y prueba positiva de la esterasa leucocitaria.

e Andlisis microbioldgicos.

Dentro del diagnéstico microbiolégico de la IP, este ha estado tradicionalmente basado en

el cultivo del liquido articular y de biopsias de tejido periprotésico.

El liquido articular obtenido por artrocentesis, en un inicio era cultivado directamente en
medios de cultivo habituales e incubado en atmosferas de aerobiosis o anaerobiosis. Sin
embargo, para mejorar su baja sensibilidad debida a la pequefia cantidad de
microorganismos presentes y/o presencia de inhibidores como antibioticos tomados
previamente por el paciente, los liquidos articulares se inoculan actualmente en frascos de

hemocultivos, siendo mayor el porcentaje de pacientes diagnosticados.[28]

Las muestras de tejido periprotésico tomadas durante la cirugia representan actualmente

el gold standar segiin muchas guias y revisiones para el diagndstico de IP[7, 29, 30]. Se
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recomienda recoger entre 3 y 6 muestras de biopsia peri-implante y procesarlas por
separado para comparar el resultado de cada una de ellas. Cuando, segun los criterios de
Atkins y cols[31], el mismo microorganismo se aisla en 3 0 mas muestras, se considera el
agente etioldgico de la infeccion. Al recoger varias muestras se aumenta igualmente la
sensibilidad ya que la cantidad de microorganismos que puede haber en cada biopsia es
pequefia. De hecho, cuando el microbio que se aisla es un patdégeno muy probable
(Staphylococcus aureus, estreptococos B hemoliticos, EB o BGNNF), deberia tenerse en
cuenta aunque se aislara en un nimero bajo de muestras o en un recuento bajo, o si ese
mismo microorganismo se aislase en otras muestras como liquido sinovial o liquido de

sonicacion de la protesis[6, 16].

Por otro lado, tal y como recomend6 Schafer y cols[32], actualmente los medios de
cultivo del tejido periprotéesico se reincuban hasta 14 dias para permitir el crecimiento y
aislamiento de algunos microorganismos de crecimiento lento causantes de infeccion
cronica (fundamentalmente Propionibacterium acnes pero también BGN aerobios y
Peptostreptococcus spp.), si bien existe cierta controversia de acuerdo con algunos

resultados[33].

3.2.1.2 Infecciones asociadas al uso de drenajes abdominales

Actualmente la sospecha de infeccion del sitio quirdrgico asociada al uso de drenajes
abdominales se confirma por criterios clinicos (signos y sintomas), o criterios
microbioldgicos de los fluidos o tejidos circundantes al dispositivo[19]. Pero no hay
evidencia cientifica de que los propios drenajes abdominales (sobre cuya superficie puede
desarrollarse un biofilm) se procesen para establecer un diagnéstico microbiol6gico de la

infeccion del sitio quirdrgico.
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3.2.1.3 Otras infecciones asociadas al uso de implantes

En la bacteriemia o fungemia relacionada con el uso de catéteres vasculares, el
diagnostico microbioldgico es diferente segun se retire o no el dispositivo. El diagnéstico
no basado en la retirada del catéter consiste en extraer hemocultivos simultdneamente a
través del catéter y a través de venopuncion. Los criterios diagndsticos para asumir que el
agente causal de la infeccidn es el aislado en el hemocultivo extraido a través del catéter
(siempre que el microorganismo sea el mismo que el aislado en el hemocultivo extraido
a través de venopuncién) son dos: que exista una diferencia entre los tiempos de
positivizacion de los hemocultivos superior a 120 minutos; o que la concentracion
microbiana sea de 3 a 5 veces superior en el hemocultivo del catéter[3]. EI método
basado en la retirada del dispositivo consiste en el cultivo semicuantitativo de la punta del
catéter mediante la técnica de Maki[34], mediante la cual el segmento del catéter se hace
rodar sobre la superficie de una placa de TSS. Cuando el recuento es superior a 15 UFC

se asume que ese es el agente etioldgico y que el foco de dicha infeccion es el catéter[3].

En el resto de infecciones asociadas al uso de implantes, el diagnostico en muchos casos
es clinico. Las pruebas de imagen pueden diagnosticar colecciones alrededor del implante
(ecografias) y vegetaciones en las valvulas cardiacas (ecocardiogramas). El diagndstico
microbiologico suele estar basado en el analisis de la puncidn-aspiracion de las
colecciones, extraccion de hemocultivos en casos de sepsis y cultivo de exudados

purulentos asi como de tejidos peri-implante[5].
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3.2.2 Diagnostico de las infecciones asociadas al uso de implantes

basado en la técnica de sonicacion

3.2.2.1 Fundamento fisico-quimico de la sonicacion

La sonicacion como herramienta para el diagnéstico de infecciones asociadas al uso de
implantes consiste en el uso de ultrasonidos de alta intensidad para liberar las bacterias

que estan formando parte de un biofilm sobre la superficie de un material.

Los ultrasonidos son ondas sonoras de presion cuya frecuencia supera los 20 kHz[35]. En
el &mbito cientifico, los ultrasonidos tienen distintas aplicaciones en funcion de la
intensidad y frecuencia con la que se utilicen. Los ultrasonidos de baja intensidad (< 1
W/cm?), que normalmente se usan a alta frecuencia (>100 kHz), generan niveles bajos de
energia[36] que no altera el material, es decir, es un tratamiento no destructivo, por lo que
se han utilizado en la industria alimentaria para la monitorizacion no invasiva de procesos
alimenticios asi como una técnica analitica para determinar las propiedades fisico-
quimicas de los alimentos[37]. Los ultrasonidos de alta intensidad (>2 W/cm?), utilizados
generalmente a baja frecuencia (20-100 kHz), liberan una gran cantidad de energia[36]
generando alteraciones y provocando reacciones quimicas en el material al cual son
aplicados[37]. Estos altimos se han utilizado tradicionalmente para limpiar superficies
solidas asi como eliminar bacterias de ellas[35, 38-40]. EI mecanismo mediante el cual
eliminan la suciedad y las particulas es el mismo por el cual son capaces de arrancar las
bacterias que forman parte de un biofilm sobre la superficie de un material, y esta
relacionado con eventos cavitacionales[35]. Aunque estos fendmenos se generen tanto
con ultrasonidos de alta intensidad como de baja intensidad[36], los efectos son mas
notables con los ultrasonidos de alta intensidad ya que se libera mayor cantidad de

energia.
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La vibracion de las moléculas ocasionada por la propagacion de las ondas de ultrasonidos
en un medio liquido genera zonas de alta y baja presion. Las zonas de alta presion se
generan durante la fase de compresion del medio, mientras que las de baja presion se
producen durante la fase de expansion[35] (también llamada rarefaccion[37]). Es decir,
que en la fase de compresion existe una alta densidad molecular, mientras que en la fase

de expansion la densidad molecular disminuye.

llustracion 5. Compresion y expansion de un fluido por la propagacion de ondas de
ultrasonidos.

Alta presion: compresion

Baja presion: expansion

Se llama cavitacion acustica al proceso de formacion, crecimiento y colapso de
microburbujas de gas generadas por cambios en la presion de un liquido[36]. Esas
burbujas se generan en zonas de baja presion[6] y estan en constante contraccion y

expansion debido a los ciclos de alta y baja presion respectivamente[35].

Una vez formada la burbuja, esta crece inicialmente de tamafio debido a un proceso
conocido como difusion rectificada[41] por el cual entra méas vapor durante la fase de
expansion que el que se puede liberar durante la fase de compresion. Las burbujas se
expanden y contraen constantemente generando flujos alrededor de ellas.
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Existen dos tipos de cavitacion:

e Cavitacion estable. Se llama asi a la cavitacion que ocurre a intensidades bajas.
Las burbujas se expanden y contraen pero la intensidad no es lo suficientemente
alta como para que colapse durante la compresion[35].

e Cavitacion inestable. La intensidad de los ultrasonidos es lo suficientemente alta

como para que la burbuja colapse tras pocos ciclos[35, 42].

3.2.2.2 Efectos de la sonicacion sobre los microorganismos

Los efectos que la cavitacion acustica tiene sobre los microorganismos son variados.

Durante la cavitacion estable, aquella en la que la burbuja no colapsa, los flujos
generados alrededor de las burbujas durante las fases de expansion y compresion, resultan

en fuerzas de cizallamiento sobre las bacterias, que provocan su rotacion[43].

Durante la cavitacion inestable, el colapso de las burbujas genera una onda de choque que
libera una gran cantidad de energia[44]. Ademas se genera un area de alta temperatura y
presion llamada “hot spot”[42] durante la compresion adiabatica de la burbuja. El
aumento de temperatura conlleva un aumento en la energia cinética de las moléculas, es
decir, aumenta la velocidad de choque de unas moléculas contra otras, lo cual supone
que las moléculas de agua se rompan y se generen radicales libres, como radicales
hidroxilo (HO") que posteriormente se transforman en peroxido de hidrégeno (H2O,)
contribuyendo a la inactivacion de la bacteria debido a su efecto biocida[45]. La alta
temperatura generada en el hot spot se reparte por todo el sistema, produciendo un leve
aumento de la temperatura del medio que puede debilitar la membrana bacteriana[37]. La
cavitacion inestable también genera efectos mecanicos como las fuerzas de cizallamiento,

ocasionadas por flujos a gran velocidad perpendiculares a la superficie al colapsar una
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burbuja cerca de ella[46], y micro-flujos generados cuando una burbuja colapsa de forma

no esférica o no simétrica cerca de una superficie[35].

llustracién 6. Generacion de micro-flujos durante el proceso de cavitacién
acustica[47].

Surrounding liquid
Increased static pressure

N~
\lr ) (%) A

.af A

-~

1 2 3 =

Cavitation bubble imploding close
to a fixed surface generating a jet (4)
of the surrounding liquid.

Ambos efectos mecénicos son capaces de arrancar particulas y microorganismos de la
superficie por alterar las interacciones establecidas entre las células y la matriz
exopolisacaridica con la superficie, asi como dafar las membranas celulares de los

mismos[35, 43, 48-50].

En el siguiente esquema se representa graficamente la expansién y compresion de las

burbujas durante la cavitacion, asi como los efectos que este proceso tiene.
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lustracion 7. Tipos de cavitacion y sus consecuencias[51].

Resumiendo, el efecto que los ultrasonidos (especialmente los de alta intensidad) tienen
sobre los microorganismos que se encuentren en una superficie es doble: por un lado los

elimina de dichas superficies y por otro altera sus estructuras celulares, lisindolas[52-54].

Por el contrario, Pitt y cols sostienen que el efecto que los ultrasonidos a bajas
intensidades y frecuencias ejercen sobre los microorganismos de un biofilm es el
favorecimiento de su crecimiento, por aumentar el transporte de oxigeno y nutrientes a
las células[35]. No obstante, no se dispone en la actualidad de mas bibliografia que apoye

esta conclusion.

Someter los biomateriales sobre cuya superficie se ha formado un biofilm al proceso de
vortear, también contribuye a liberar los microorganismos de dicho biofilm ya que los
efectos fisicos que produce son la generacion de microburbujas y fuerzas de
cizallamiento[55]. Este es el motivo por el cual numerosos protocolos incluyen el paso
por el vortex antes de la sonicacion, para aumentar la formacion de microburbujas de

aire.
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3.2.2.3 Bafo de sonicacion

En la préctica clinica se utiliza un equipo de bafio de sonicacion para el diagndstico de
infecciones asociadas al uso de implantes. El disefio de este sistema es sencillo y consta

de las siguientes partes[56]:

Generador de ultrasonidos. Esta fijado a la base de un bafio lleno de liquido

(generalmente agua estéril destilada).

e Tanque de sonicacion. Es el recipiente lleno de agua a través de la cual los
ultrasonidos son transmitidos y en el que se introduce el material a sonicar.

¢ Recipiente de sonicacion. Es el contenedor estéril en el que se incluye el implante
que Se va a sonicar.

e Tampdn de sonicacion. Es un tampon estéril que rellena el recipiente de

sonicacion, al cual las bacterias son liberadas tras el proceso de sonicacion.

llustracion 8. Esquema de un sistema de sonicacion para el diagnostico de
infecciones asociadas al uso de implantes[56].

ﬁ Implant

C%of «—— Sonication tank

N
a /] Sonication water

[/ e—t— Sonication tube

y Sonication buffer

nwy +—— Ultrasound generator
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llustracién 9. Bafio de sonicacién usado en el 11S-FJD.

La mayoria de los bafios de sonicacidn cuentan con un regulador de temperatura asi como
del tiempo que durara el proceso. Es importante que estos dos factores externos se
controlen ya que afectan al proceso de liberacion de bacterias desde un material durante
la sonicacion. Ademas, la composicion del material del que esté hecho el recipiente en el
cual se introduce el implante asi como el tipo de microorganismo que sufra los efectos de

los ultrasonidos, también influyen en su mayor o menor liberacion[56].

3.2.2.4 Diagnostico de IP basado en sonicacion

Tunney y cols fueron los primeros en utilizar el uso de ultrasonidos para liberar las
bacterias que estaban formando un biofilm sobre la superficie de prétesis de cadera
extraidas de pacientes con sospecha de IP[57]. Una década mas tarde, Trampuz y cols
evaluaron el uso de esta técnica para el diagndstico de esta infeccion, demostrando que la
sonicacion es un método util para ese fin, en comparacion con el diagnostico
convencional[55]. Desde ese momento, muchos han sido los trabajos experimentales que
han corroborado que el cultivo del liquido obtenido tras sonicacion de la proétesis es
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indudablemente una técnica que ha aumentado el porcentaje de enfermos diagnosticados
de IP (sensibilidad cercana al 80%) manteniendo una especificidad bastante elevada (en
torno al 95%), como asi lo recogen los meta-analisis de Zhai y cols[58] y Liu y cols[59].
En nuestro centro de trabajo 11S-FJD, varios trabajos experimentales realizados asi lo
demuestran también[33]. Sin embargo, la mayor parte todos estos estudios publicados
tienen un tamafio muestral pequefio, y sobre todo son trabajos que se llevan a cabo antes
de incorporarse a la rutina asistencial, en la que las condiciones de trabajo pueden verse
afectadas por varios factores (variabilidad interindividual de todo el personal que
participa en el proceso, condiciones de conservacion de la muestra, etc.), y por tanto los

resultados asistenciales pueden diferir a los obtenidos en los ensayos experimentales.

Por otra parte, el cultivo del liquido de sonicacion del espaciador ha demostrado ser de
utilidad para predecir el pronostico de la infeccion asociada al uso de espaciadores[60-

62].

3.2.2.,5 Diagnostico de otras infecciones asociadas al uso de implantes basado en la

sonicacion del dispositivo

En la mayoria de infecciones asociadas al uso de implantes (aparte de la IP) no esta
demasiado estudiada la utilidad de la sonicacion del dispositivo para el diagnéstico de
esas infecciones (como el caso de la infeccion asociada al uso de drenajes abdominales,
prétesis mamarias, protesis vaginales, etc.)[5], pero podria ser una herramienta Util ya que
la sonicacion es una técnica que facilmente libera los microorganismos de un biofilm. No
obstante, en cualquier caso es necesario ser rigurosos a la hora de interpretar los
resultados obtenidos en el cultivo tras sonicacion del implante, especialmente en aquellas
infecciones cuyos dispositivos no se encuentren en ambientes corporales estériles, tales

como mallas quirdrgicas abdominales o implantes vaginales. Adem&s en muchas
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ocasiones, los principales agentes etiologicos de las infecciones asociadas al uso de
implantes son SCN, microorganismos que forman parte de la microbiota cutanea habitual
del ser humano, por lo que los implantes pueden contaminarse durante su retirada,

dificultando la distincion entre agente etiol6gico o contaminante.

Sin embargo, hay casos en los que la sonicacion no ofrece ventajas con respecto al
procesamiento convencional de la muestra. Por ejemplo, en la infeccion relacionada con
el uso de catéteres vasculares, hay estudios que demuestran que el cultivo tras sonicacion

de la punta del catéter no es superior al cultivo mediante la técnica de Maki[63, 64].

3.2.3 Diagnostico de las infecciones asociadas al uso de implantes

basado en técnicas de biologia molecular

Dentro de las infecciones asociadas al uso de implantes, son de destacar dado el tema de
la presente tesis, las técnicas de biologia molecular que se han desarrollado en el campo
de la IP. Su aplicacion al diagnéstico de IP surgié como un intento de aumentar la
sensibilidad del diagndstico microbiologico de esta infeccion, ya que a pesar de la
incorporacion del cultivo del liquido obtenido tras sonicacion de la prétesis, un porcentaje

no despreciable de pacientes permanecia sin diagnosticar[16, 58].

Las PCR para el diagndstico microbioldgico de IP pueden clasificarse atendiendo a varios

criterios, el principal, en funcién de los microrganismos detectados:

e PCR de amplio espectro: basadas en el uso de primers universales para la
amplificacion del gen 16S rRNA presente en todas las bacterias y posterior
comparacion con una base de datos[65, 66] Aunque la principal ventaja es que no
estd limitada a ninguna bacteria en particular, la especificidad no es demasiado

alta ya que es capaz de detectar cualquier microorganismo, incluso los
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procedentes de la manipulacion incorrecta por parte del personal, por lo que han
de seguirse estrictas normas para evitar la contaminacion[67, 68].

e PCR especificas: basadas en el uso de un unico primer, permiten identificar
unicamente la bacteria objeto de estudio. Aunque la especificidad es mayor, este
tipo de PCR no se utilizan tanto para el diagndstico de IP como las anteriores[69].

e PCR multiples: utilizan varios primers especificos, uno para cada microorganismo
que el Kit incluya, permitiendo la deteccion de todos ellos a la vez y por tanto el

diagnostico de infecciones polimicrobianas.

Ademaés, las PCR pueden ser caseras o comerciales. La principal ventaja de las PCR
comerciales, es que al estar el kit proporcionado por el fabricante, se garantiza la

reproducibilidad de la técnica en todos los centros de trabajo.

Y por ultimo, las PCR para el diagnostico microbiolégico de IP pueden llevarse a cabo a
partir del liquido sinovial, tejido periprotésico o liquido obtenido tras sonicacién de la

protesis.

Estas técnicas muestran en términos generales, buena especificidad y variable

sensibilidad[6].

Los metodos basados en biologia molecular suponen un gran avance para el diagnostico
de este tipo de infeccion, ya que son multiples las ventajas aportadas en comparacion con
el diagnostico basado en el cultivo. Ofrecen resultados en cuestion de horas sin estar tan
influenciados por la toma de antimicrobianos por parte del paciente y son capaces de

detectar microorganismos exigentes[67].
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3.3 Adherencia microbiana y formacion del biofilm sobre la superficie

de implantes

Los microorganismos tienen la capacidad de adherirse a cualquier superficie, ya sea
natural o sintética, y este es el primer paso para la formacién de un biofilm sobre la
superficie de un implante[70], De acuerdo a la teoria de “la carrera por la superficie” de
Gristina A[2], se establece una competicion entre la integracion por parte de células
tisulares y las bacterianas por alcanzar la superficie. Si esa superficie es alcanzada en
primer lugar por las bacterias, ocurre un complejo proceso de adherencia bacteriana y
posterior formacion del biofilm. En los ambientes acuosos, las sustancias organicas se
acumulan cerca de las superficies, por lo que no es de extrafiar que, en estos medios, los

microorganismos tiendan a agregarse en esas zonas por ser ricas en nutrientes[71, 72].

3.3.1 Adherencia microbiana

La adherencia microbiana se divide en dos fases: una fase inicial, instantanea, reversible
y en la que predominan las fuerzas fisico-quimicas; y una segunda fase celular, molecular

tiempo dependiente e irreversible[73].

La primera fase comienza con la atraccion de los microorganismos en estado planctonico
hacia la superficie, seguido de adsorcion y adherencia a ella. Las bacterias se mueven
hacia la superficie del material por las fuerzas fisico-quimicas que se establecen:
movimiento browniano, fuerzas de Van der Waals, gravitacionales, electrostaticas e
interacciones hidrofdbicas. Ademas, las bacterias se pueden mover por gradiente de
concentracion (quimiotaxis) o estableciendo uniones a la superficie mediante factores

quimicos como aminodacidos, azlcares u oligopeptidos (haptotaxis)[73, 74].
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En la segunda fase de la adherencia bacteriana, tiempo dependiente e irreversible, se
establecen interacciones celulares y moleculares, tanto entre componentes de la superficie
bacteriana con los del material, como entre las propias bacterias entre si. Capsulas,
fimbrias, flagelos, pilis y matriz extracelular son las que permiten esas interacciones. De

hecho, la parte funcional de esas estructuras son las adhesinas[73].

Algunos ejemplos son las adhesinas de S.aureus. Las MSCRAMM (Microbial Surface
Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules) son componentes del
peptidoglicano expuestos en la superficie de la bacteria que reconocen componentes
especificos de la matriz extracelular. Aunque no se encuentran Unicamente en S. aureus,
las de esta especie son las mas conocidas. Su funcion, aunque no esta totalmente clara,
puede ser una de las siguientes: actuar como invasinas facilitando el proceso de
internalizacion dentro de la célula huésped, o mediar la acumulacién bacteriana celular
contribuyendo a la formacion del biofilm[75]. Otros ejemplos son adhesinas
polisacaridicas de S. epidermidis: PS/A (un polisacarido capsular rico en galactosa); SSA
(antigeno asociado a la matriz compuesto por N-acetil glucosamina); PIA (polisacarido
de N-acetil glucosamina con residuos desacetilados) and APP (proteina de acumulacion
asociada). Las dos primeras participan en la interaccion de la bacteria con el material,
mientras que las dos Ultimas establecen interacciones entre las ceélulas del
microorganismo[74]. En gram negativos también existen adhesinas que participan en el
proceso de formacion del mismo; por ejemplo, una variedad de CUP (Chaperone Usher
Pili) que son pilis ensamblados por una chaperona periplasmica y una proteina que forma
un poro llamada acomodadora (usher en inglés), estan presentes en EB, Acinetobacter sp,
Haemophilius influenzae, etc. Otro grupo de adhesinas excretadas por el sistema de
excrecion tipo | (TISS) llamadas genéricamente Bap (proteinas asociadas al biofilm),

también estan implicadas en la formacion del biofilm en gram negativos; algunos
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ejemplos son Lap Ay Lap F (Large Adhesion Protein) presentes en algunas especies de

Pseudomonas[76].

Tras esta dos fases, las bacterias que no se han adherido rapidamente a la superficie del
implante son eliminadas por el sistema inmune del huésped[73]. Sin embargo, las que si

han conseguido adherirse comienzan a proliferar y formar el biofilm.

Varios factores afectan a este proceso de adherencia bacteriana[73, 74]:

o Dependientes de la propia bacteria: hidrofobicidad y carga superficial.

e Dependientes del material: composicion quimica, carga superficial,
hidrofobicidad, rugosidad y configuracion fisica de la superficie.

e Dependientes del medio que las rodea: temperatura, tiempo de exposicion,
presencia de antibiotico, concentracion bacteriana y condiciones de flujo.

e La presencia de determinadas proteinas unidas al material, a la bacteria o

presentes en el medio, también influyen en este proceso.

Las bacterias hidrofobicas tienden a adherirse a superficies hidrofobicas, mientras que las
bacterias con propiedades hidrofilicas lo hacen a superficies hidrofilicas[77]. Sin
embargo, la hidrofobicidad del material parece tener mas peso en la adherencia bacteriana
que la hidrofobicidad de la bacteria[74]. La carga superficial bacteriana suele ser casi
siempre negativa en suspension acuosa debido a la ionizacion de las moléculas
superficiales, pero no queda totalmente claro su influencia sobre el proceso de
adherencia[74]. Tanto la hidrofobicidad bacteriana como la carga superficial bacteriana
estan influenciadas a su vez por el medio de cultivo, el pH y fuerza ionica del tampon del

medio, la edad bacteriana y la estructura superficial bacteriana[73, 74].
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Las caracteristicas del medio que rodea a los microorganismos también influyen en el
proceso de adherencia. Algunos trabajos concluyen que la adherencia bacteriana aumenta
con la temperatura[73], mientras que en otros se establece que la adherencia bacteriana es
mayor a temperatura ambiente[56]. La adherencia bacteriana aumenta también con el
tiempo[78, 79] y la concentracion microbiana. La presencia de antibidticos en el medio
disminuye la adherencia bacteriana[80], para lo cual evidentemente, el antibidtico debe
tener efecto sobre el microorganismo. Sin embargo, las condiciones de flujo representan
el principal factor ambiental que condiciona el proceso de adherencia bacteriana y por
tanto la formacion del biofilm[81]. Los microorganismos establecen interacciones con el
material sobre el que se adhieren, y para romper dichas uniones es necesario aplicar una
fuerza determinada. Con lo cual, cuando se alcanza dicha fuerza, mayor nimero de

uniones se rompen, por lo que disminuye el nimero de bacterias adheridas[74].

Ademas, otros factores ambientales como el pH o la fuerza ionica del medio pueden
afectar a la adherencia bacteriana a través de su influencia en la hidrofobicidad y carga

superficial[74].

La presencia de proteinas séricas o tisulares también influye en el proceso de adherencia
bacteriana. Esas proteinas pueden favorecer o disminuir la adherencia bacteriana a la
superficie del material. Diversos estudios, la mayoria llevados a cabo sobre especies de
Staphylococcus, han demostrado que algunas de esas proteinas, como fibronectina [82,
83], fibrindgeno[84] y trombina[85] favorecen la adherencia bacteriana, mientras que

otras proteinas como albimina[84] inhiben este proceso.

Puesto que las caracteristicas de la bacteria no pueden ser modificadas, se pueden hacer

variaciones en la fabricacion del implante para disminuir la adherencia bacteriana y
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posterior formacion del biofilm[86], asi como regular los factores externos, como tiempo

de exposicion o temperatura.

Los factores dependientes del material que influyen en la adherencia bacteriana son la
composicion quimica, la rugosidad y la configuracién fisica de la superficie. La propia
composicidn quimica a su vez establece que cada microorganismo se adhiere mejor a un
tipo determinado de material, dependiendo de la hidrofobicidad y a la carga superficial
del material. Las irregularidades en las superficies poliméricas favorecen la adherencia
bacteriana y posterior formacion de biofilm[87], debido a que las irregularidades
aumentan el area sobre las que los microorganismos pueden adherirse. En cuanto a la
configuracion fisica de la superficie, la presencia de poros influye en la adherencia
bacteriana, de tal forma que las bacterias tienden a adherirse y colonizar preferiblemente
superficies porosas y con surcos en lugar de las lisas[87]. Estas irregularidades han de
ser del orden de tamafio del microbio para aumentar asi el area de contacto entre la
bacteria y la superficie del material. Los materiales con poros muy grandes se asemejan a
superficies lisas, y los demasiados pequefios ofrecen un area de contacto muy pequefio,

por lo que la adherencia se ve reducida[88].

3.3.2 Formacioén del biofilm

Una vez que las bacterias se han adherido y han colonizado la superficie, comienzan a
multiplicarse rapidamente y a agruparse formando una capa de varios sustratos sobre la
superficie del material[74], asi como a fabricar una matriz extracelular exopolisacaridica
y compuesta tambien por &cidos nucleicos, lipidos, proteinas, minerales, nutrientes, etc.
que las mantiene unidas entre si y a la superficie[89, 90]. Los biofilms son comunidades
complejas y organizadas de microorganismos embebidos en la matriz extracelular sobre

superficies solidas vivas 0 muertas[91, 92]. Esta estructuracion microbiana, en parte es
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debida a la aparicién de gradientes fisioldégicos y bioquimicos determinados por la
disponibilidad de oxigeno, agua y nutrientes, y que se establecen desde la superficie hasta
las capas mas internas, lo cual explica en gran medida que los microorganismos que

forman parte del biofilm tengan distintas tasas de crecimiento[3, 93].

En el biofilm las bacterias pueden encontrarse en dos estados: formas sésiles, que forman
parte del biofilm y estan pegadas a la superficie del material; y formas plancténicas, que
flotan libres por el medio[90, 94]. Sin embargo, las células sésiles pueden convertirse en

células planctdnicas, las cuales pueden dispersarse y multiplicarse rapidamente[94].

El proceso de formacion del biofilm ocurre en 4 etapas[6, 94]:

e Adhesion inicial de las células microbianas a la superficie del biomaterial.
e Crecimiento inicial en la superficie formandose las capas.
e Maduracion del biofilm.

e Desprendimiento y dispersion de las células planctonicas desde el biofilm.

A partir de este punto, un nuevo ciclo sobre otra superficie diferente puede tener lugar.
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llustracion 10. Modelo esquematico de las fases y los factores bacterianos implicados
en la formacion del biofilm en S. epidermidis[74].

Bacterial cells- Attached cell Cell-cell Mature biofilm Detachment
Attachment to surface  monolayer  Adhesion and
proliferation

3.3.3 Biofilm como mecanismo de patogenicidad

El biofilm podria considerarse un mecanismo de patogenicidad, ya que gracias a él, los

microorganismos obtienen varios beneficios.

En el biofilm las bacterias estan protegidas frente al aclaramiento mecénico, asi como
frente a cualquier agente externo que suponga una amenaza para ellos: agentes
antimicrobianos, biocidas, bacteridéfagos, leucocitos, etc.[3, 90, 93]. Un claro ejemplo lo
constituye su defensa frente al sistema inmune del hospedador. Los anticuerpos formados
como respuesta a la liberacion de antigenos, no solo no son efectivos frente a las bacterias
del biofilm, sino que ademas pueden formar inmunocomplejos que dafien los tejidos

circundantes[94, 95].

Por otro lado, su resistencia a agentes antimicrobianos tiene una gran importancia y

repercusion a la hora de tratar farmacoldgicamente las infecciones relacionadas con la

49



Introduccion

formacion del biofilm. Las bacterias en estado planctonico son susceptibles a ellos,
mientras que las bacterias sésiles son mucho mas resistentes, (mas de 100-1000 veces)[3,
93, 94]. Una de las posibles razones es un mecanismo de tolerancia fisica ya que el
farmaco tiene dificultades para penetrar y atravesar completamente el biofilm, debido a
que los componentes de la matriz retardan su difusion. Otra posible explicacion esta
relacionada con un mecanismo de resistencia adaptativa, en el que las bacterias del
biofilm pueden desarrollar respuestas de estrés que generarian enzimas destructoras de
los antimicrobianos o bombas de expulsion del farmaco. Y por ultimo, en el biofilm la
entrada de nutrientes esta limitada, por lo que las bacterias permanecen en un estado de
crecimiento lento, el cual es menos susceptible a la accion de los agentes antimicrobianos
(tolerancia fisioldgica)[1, 3, 93, 94, 96]. Probablemente la resistencia se deba a una suma

de todos los anteriores factores, e incluso de algun otro todavia no bien conocido.

llustracion 11. Mecanismos implicados en la resistencia del biofilm a
antimicrobianos[96].
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Figure 2 Some proposed-biofilm associated resistance mechanisms: (1) Antimicrobial agents may fail to penetrate beyond the surface layers of the
biofilm. Outer layers of biofilm cells absorb damage. Antimicrobial agents action may be impaired in areas of waste accumulation or altered environment (pH,
pCO;,, pO,, etc). (2) Antimicrobial agents may be trapped and destroyed by enzymes in the biofilm matrix. (3) Altered growth rate inside the biofilm.
Antimicrobial agents may not be active against nongrowing microorganisms (persister cells). (4) Expression of biofilm-specific resistance genes (e.g., efflux
pumps). (5) Stress response to hostile environmental conditions (e.g., leading to an overexpression of antimicrobial agent-destroying enzymes).

Sin embargo la presencia de alimento, aunque limitada, esta garantizada en parte por la
matriz exopolisacaridica multiperforada con canales de agua que actla como una resina

50



Introduccion

de intercambio idnico, favoreciendo la recogida y acumulacion de nutrientes y minerales
desde el medio que rodea al biofilm, y la eliminacion de sustancias de desecho desde el

interior del biofilm[1, 2, 71, 97].

La manera mediante la cual los microorganismos orquestan todos estos mecanismos de
patogenicidad en el biofilm maduro, es un sistema de regulacion llamado quorum

sensing[6, 98], que permite la comunicacion entre unas células bacterianas y otras.
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Hipotesis

Se establecen dos hipotesis principales:

1. Los tiempos de exposicion a ultrasonidos de baja frecuencia y alta intensidad
influyen en la viabilidad bacteriana, por lo que seria necesario ajustarlos para
conseguir una alta tasa de recuperacion de bacterias viables de los implantes sobre
cuya superficie se ha formado un biofilm.

2. La sonicacion de implantes es una herramienta especialmente util en el
diagnostico de infecciones asociadas al uso de implantes.

a. En la IP la sonicacion de las prétesis articulares aumenta la sensibilidad
respecto a otros métodos diagndésticos, manteniendo la especificidad, ya
sea por la realizacion de una técnica de biologia molecular a partir del
liquido de sonicacion, o por el cultivo directo de dicho liquido.

b. En la infeccion asociada al uso de espaciadores, la sonicacion de estos
dispositivos no sélo proporciona informacion util sobre el pronostico de la
infeccion, sino también acerca del diagnostico.

c. En infecciones para las cuales no existe un diagnostico microbiolégico
(infeccion del sitio quirdrgico por utilizacion de tubos de drenaje
abdominales), la sonicacion de las muestras representa un método
novedoso de diagnostico, sensible y especifico, asi como un marcador en

el prondstico de las mismas.
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Obijetivos

OBJETIVO GENERAL

Analizar la utilidad de la técnica de sonicacion para el diagnostico microbioldgico de
infecciones asociadas al uso de implantes. Para ello, en algunos casos se comparara con
técnicas utilizadas en la rutina asistencial, mientras que en otros casos al carecer de ellas,

se comparara unicamente con los criterios clinicos de infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar en un estudio in vitro el tiempo Optimo de exposicion a ultrasonidos
para la recuperacion del mayor nimero posible de diferentes tipos de bacterias a
partir de un material de titanio en el que se encuentran formando parte de un
biofilm.

2. Analizar la eficacia del cultivo cuantitativo de prétesis articulares tras sonicacion
de las mismas para el diagnostico de IP, y compararlo con el cultivo de tejido
periprotésico y liquido sinovial durante la rutina asistencial.

3. Analizar la utilidad del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de
espaciadores para el diagnostico, manejo y prondstico de la infeccién articular
asociada al uso de estos dispositivos, mediante una correlacion entre el resultado
del cultivo y criterios clinicos de infeccion.

4. Evaluar la eficacia de una nueva PCR mudltiple (Unyvero i60 ITI®) recién
comercializada para su incorporacion como método diagndstico de IP en la rutina
asistencial, llevada a cabo a partir del sonicado de la protesis articular, mediante
su comparacion con el cultivo cuantitativo del sonicado de la protesis, liquido
articular y biopsias sinoviales.

5. Determinar si la técnica de sonicacion ofrece alguna ventaja en el diagnostico

microbiologico y/o pronostico de infecciones asociadas al uso de drenajes
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abdominales, mediante una correlacion entre parametros microbiologicos vy
clinicos o analiticos, ya que en la actualidad no existe un diagndstico

microbioldgico basado en el uso del implante para este tipo de infeccion.
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Material y métodos

6.1 Estudio in vitro de la influencia del tiempo de sonicacién de discos
de Ti6Al4Va en la liberacion de bacterias desde el biofilm formado

sobre la superficie del material

En el estudio in vitro llevado a cabo para evaluar el tiempo de exposicion a ultrasonidos
en la liberacion de bacterias desde un biofilm, se utilizaron 5 cepas coleccion que
representan patégenos implicados en infecciones asociadas al uso de implantes:
Staphylococcus aureus 15981 (Valle y cols[99]), Staphylococcus epidermidis ATCC
35984, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Estas bacterias se mantuvieron a -70°C hasta
que se realizaron los experimentos. Se utilizaron discos de Ti6Al4Va sin modificacion de

la superficie, de 18 mm de didmetro y 2 mm de grosor[100].

llustracién 12. Discos de Ti6Al4Va utilizados en el estudio in vitro.

Para la reproduccion de la formacion del biofilm, las cepas una se inocularon en placas de
TSS y se incubaron durante 24 horas a 37°C en atmdsfera de 5% CO,. Dos colonias de
cada cepa se suspendieron en 9 mL de caldo triptosa soja (TSB, bioMérieux Marcy-
L’Etoile, France) y nuevamente se incubaron otras 24 horas en las mismas condiciones,
para obtener una suspension a partir de la cual poder preparar el in6culo necesario de
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cada bacteria. Pasado ese tiempo, el caldo se centrifug6 a 3500 x g durante 10 minutos, se
retird el sobrenadante y el sedimento se resuspendié con 1 mL de PBS. El proceso de
centrifugado se realiz6 3 veces en total. El sedimento final se utilizd para preparar un
indculo bacteriano 0,5 McF (10° UFC/mL) medido con un turbidimetro. Los discos de
Ti6Al4Va se dispusieron en placas mini-Petri, se cubrieron con 10 mL del in6culo 0,5
McF y se incubaron 24 horas en las mismas condiciones. Posteriormente, el caldo de
cultivo se desecho y los discos se lavaron 3 veces con PBS para eliminar las bacterias en
estado planctonico. A continuacion, se introdujeron en tubos Falcon cubiertos con 5 mL
de PBS vy se sonicaron desde 1 minuto a 10 minutos, con aumentos progresivos de un
minuto. El bafio de sonicacion utilizado fue un sonicador de baja frecuencia: 50 KHz,

950W, J. P.Selecta, Abrera, Espafia.

Tras la sonicacidn, los discos se retiraron y reciclaron para su uso posterior. Para ello, los
materiales se sonicaron en PBS durante 15 minutos, se limpiaron con etanol al 70% y se
autoclavaron a 121°C durante 15 minutos, seguido del secado de los mismos durante
otros 15 minutos. Por su parte, el liquido de sonicacién se sometié a 7 diluciones seriadas
1:10 en un volumen final de 1 mL. Para ello, 100 pyL de esta primera suspension se
transfirieron a un segundo eppendorf que contenia 900 uL de PBS. A continuacion, otros
100 uL de la segunda suspension se volvieron a transferir a otro eppendorf que contenia
otros 900 pL de PBS. Y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién nimero 7. Para cada

minuto y cada bacteria, los experimentos se repitieron por triplicado.

La siembra se realizé mediante la metodologia del Drop-plate[101] en un volumen final
de 1 mL. Cinco gotas (de 10 pL cada una) de cada dilucion, se inocularon en placas de
TSS. En cada placa, se efectud la siembra de 4 diluciones diferentes, cada una en un
cuadrante de la placa. Estas se incubaron durante 24 horas a 37°C en atmdsfera de 5%

COa,.
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A continuacion se representa un esquema de como se llevan a cabo las diluciones

seriadas y la siembra por el método del drop plate, tanto por el modo estandar (volumen

final 10 mL), como por el modo alternativo (volumen final 1 mL)[102].

lustracién 13. Diluciones seriadas y siembra drop plate por el método estdndar (10
mL) y el alternativo (1 mL)[103].
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Se calcul6 la media del recuento de las 5 gotas para cada dilucion, y la media de las 3

repeticiones. La dilucion que se tuvo en cuenta fue aquella en la que crecian de 3 a 30

colonias[101] (por cada 10 pL sembrados). El recuento total estd referido a UFC

presentes en los 5 mL del liquido de sonicacion.
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6.2 Estudio retrospectivo de comparacion del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular con el cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y el cultivo

del tejido periprotésico para el diagnostico de IP

Este estudio destinado a comparar el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
protesis articular con el cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos
y el cultivo del tejido periprotésico durante la rutina asistencial, se llevé a cabo entre

enero de 2011 y junio de 2014.

Los pacientes incluidos en este estudio eran aquellos con sospecha clinica de IP a los que
se les habia retirado la proétesis articular. En la mayor parte de ellos, ademas se disponia
de muestras de liquido articular inoculado en frascos de hemocultivo, asi como de tejido
periprotésico. La sospecha clinica de IP estaba basada en los criterios de Osmon 'y cols
previamente vistos[7]. Por tanto los pacientes se clasificaron en dos grupos: aquellos con

criterios clinicos de IP, y aquellos sin dichos criterios, considerados como grupo control.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del 11S-FJD. Se revisaron las historias

clinicas de los pacientes utilizando un protocolo predefinido que reunia:

e Datos demograficos:
o Edad.
o Sexo.
e Datos microbiolégicos:
o Positividad o negatividad del cultivo.
o Recuento y microorganismo/s aislado/s.

o Sensibilidad antimicrobiana.
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e Tipo de protesis

o

O

O

O

Total de cadera.

Parcial de cadera.

Rodilla.

Hombro.

e Datos clinicos:

O

o

O

Tipo de infeccion: IP aguda, cronica o hematogena.

Tipo de cirugia: recambio en un tiempo, recambio en dos tiempos,
recambio de componentes mdviles o artroplastia de Girdlestone.

Tipo de tratamiento antibidtico previo y posterior a la cirugia: via de
administracion, posologia y familia de antibidtico.

Parametros analiticos: leucocitos, plaquetas, hematies, hemoglobina y
RFA.

Evolucion del paciente.

El protocolo seguido para el procesamiento de las protesis fue el establecido previamente

en el 11S-FJD[33, 104] y que se describe a continuacion.

Hasta la llegada al laboratorio de Microbiologia, las muestras se mantuvieron a 4°C, pero

siempre fueron procesadas antes de las 24 horas desde su retirada. En una cabina de

seguridad microbiologica, las proétesis articulares se introdujeron en contenedores

estériles rigidos de plastico, se cubrieron por completo con el volumen de PBS necesario

y se cerraron. Se sonicaron durante 5 minutos en el mismo sonicador que el estudio in

vitro (50 KHz, 950W, J. P.Selecta, Abrera, Espafia).

En algunos casos, durante la retirada de la protesis, los cirujanos la separaron en sus

diferentes componentes, considerdndose muestras diferentes y sonicandose cada parte por
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separado (proceso denominado sonicacion diferencial). Sin embargo, en la mayoria de los
casos, las prétesis no se separaron en sus componentes y se procesaron como una Unica

muestra.

Tras la sonicacion, las protesis se retiraron del recipiente, y el liquido de sonicacion se
centrifugd a 3000 x g durante 20 minutos, El sobrenadante se descarto y el sedimento se
resuspendié en 5 mL de PBS. Tras vortear, se procedid a la siembra cuantitativa mediante
la inoculacion de 10 uL en diferentes medios de cultivo bacterioldgicos: TSS, PVX, SCS
y MCK; y micoldgicos: agar Sabouraud Cloranfenicol y agar Sabouraud Cloranfenicol
Actidiona (todos los medios de cultivo de bioMérieux Marcy-L’Etoile, France). Las
placas se incubaron a 37° C durante 7 dias en las siguientes condiciones: 5% CO, (TSS Y
PVX), atmdsfera normal de O, (MCK), y atmoésfera de anaerobiosis (SCS). Los medios

para hongos se incubaron en atmdésfera normal a 30° C.

Los medios de cultivo se revisaron a diario para comprobar el crecimiento de los
microorganismos, y el resultado se expresé cuantitativamente en UFC/mL, salvo el
crecimiento en Sabouraud Cloranfenicol y agar Sabouraud Cloranfenicol Actidiona, que

se expresd como escaso, moderado o abundante.

El recuento total se calcul6 para los 5 mL de liquido de sonicacion de prétesis articulares.

UFC _ UFCenlaplaca 1000 pL
mL 10 pL 1mL

UFC total :%-xmL, donde x =5

Todos los microorganismos aislados por cultivo se identificaron mediante el sistema
MALDI-TOF (Vitek MS®, bioMérieux Marcy-L’Etoile, France). El estudio de

sensibilidad antimicrobiana se llevo a cabo mediante el sistema Vitek 2® (bioMérieux).
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Ademas en la mayoria de los casos, de 3 a 6 muestras de tejido periprotésico, y/o liquido
sinovial inoculado en frascos de hemocultivo del mismo paciente, fueron enviadas para
su procesamiento. En el caso de las muestras de tejido peri-implante, las placas en las que
se sembraron fueron las mismas que aquellas en las que se sembro la protesis articular,

pero afiadiendo cultivo de micobacterias.
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6.3 Estudio prospectivo de evaluacion de la utilidad del cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion del espaciador para el

diagnostico de infecciones asociadas a espaciadores

El estudio para evaluar la utilidad del cultivo cuantitativo de espaciadores de
polimetilmetracilato (PMMA) tras sonicacion para el diagnostico de infeccion asociada al

uso de estos dispositivos, se llevo a cabo entre octubre de 2010 y diciembre de 2013.

Los pacientes incluidos en este estudio fueron los diagnosticados de IP[7] y tratados con
una cirugia de recambio protésico en dos tiempos. Durante el tratamiento, los pacientes
fueron prospectivamente evaluados utilizando un protocolo predefinido que incluia el
parametro de Proteina C Reactiva, un registro de los sintomas clinicos, y su evolucion.
Definimos una infeccién asociada al uso de espaciadores cuando el paciente reunia al

menos, uno de los siguientes criterios:

e Fistula o dehiscencia de la herida en el momento de la segunda cirugia.

e Dolor persistente alrededor de la articulacién asociado con elevacion de la
Proteina C Reactiva.

e Tejido con apariencia clinica de infeccion durante la cirugia, de acuerdo al criterio

del cirujano.

El protocolo seguido para el procesamiento de los espaciadores fue exactamente el
mismo que para las protesis articulares salvo por los cambios que se especifican a

continuacion:

e Las muestras se cubrieron con 100-500 ml de PBS.

e Las placas se reincubaron durante 15 dias.
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e Los microorganismos aislados se identificaron durante 2010 y 2011 mediante
tests bioquimicos convencionales, y durante 2011-2013 mediante el sistema

MALDI-TOF (Vitek MS®, bioMérieux Marcy-L’Etoile, France).
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6.4 Estudio prospectivo de evaluacion de la técnica de PCR Unyvero
i60 ITI® a partir del liquido de sonicacion de prétesis articulares

para el diagnostico microbioldgico de IP

El estudio para evaluar la eficacia de una nueva técnica de biologia molecular (Unyvero
160 implant and tissue infection (ITI) ® [Curetis AG, Holzgerlingen, Germany]) para el
diagndstico de IP a partir del liquido obtenido tras sonicacién de la protesis se llevé a

cabo entre mayo de 2014 y mayo de 2015.

Este estudio tiene caracteristicas comunes al estudio retrospectivo de comparacién del
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular con cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico
para el diagnéstico de IP (criterios de inclusion de los pacientes, tipos de proétesis
estudiadas, tipos de muestras cultivadas, criterios de infeccion, etc.) Pero en este caso, de
manera experimental y una vez realizado el diagnéstico de la rutina asistencial, se llevo a
cabo la técnica de PCR a partir del liquido de sonicacion. Normalmente, el test se realizé
tras 24-48 horas de la llegada de la protesis al laboratorio, por lo que en esos casos, el
liquido de sonicacion se conservé a -20°C. El sistema utilizado fue Unyvero i60 implant
and tissue infection (IT1) ® (Curetis AG, Holzgerlingen, Germany), capaz de detectar 27

especies 0 grupos de microorganismos y 19 genes de resistencia a antimicrobianos.
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Tabla 1. Microorganismos y mecanismos de resistencia detectados por el sistema Unyvero i60 ITI®.

MICROORGANISMOS
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Coagulase-negative Staphylococcus®
Streptococcus mitis group?
Streptococcus anginosus group®
Streptococcus salivarius group®
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes®
Enterococcus faecalis
Enterococcus sp.°
Propionibacterium acnes
Propionibacterium avidum/granulosum
Finegoldia magna

Bacteroides fragilis group™
Granulicatella adjacens
Abiotrophia defective
Corynebacterium sp.’
Escherichia coli

Enterobacter cloacae complex
Enterobacter aerogenes
Proteus sp.®

Klebsiella pneumoniae’
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
Candida sp.*

Candida parapsilosis

Candida albicans

GENES DE RESISTENCIA
mecA

mecC (LGA251)
aac(6’)/aph(2”’)
ermA

ermC

vanA

vanB

rpoB

oxa-58

ctx-M

vim

imp

kpc

ndm

aacA4

gyrA
oxa-23

oxa-24
oxa-48

1: Incluye: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. capitis, S. hominis.

2: Incuye: S. mitis, S. australis, S. cristatus, S. gordonii, S. infantis, S. oligofermentans, S. oralis, S.
parasanguinis, S. paroris, S. pseudopneumoniae, S. sanguinis, S. sinensis.

3: Incluye: S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius

4: Incluye: S. salivarius, S. vestibularis, S. termophilus

5: Incluye S. pyogenes, S. dysgalactiae subsp. Equisimilis

6: Incluye: E. casseliflavus, E. faecium, E. hirae, E. faecalis, E. sulfurens, E. saccharolyticus, E. mundii, E.
gallinarum, E. flavescens, E. durans, E. dispar, E. columbae, E. cecorum, E. asini

7: Incluye: C. genitalium, C. casei, C. striatum, C. jeikeium, C. aurimucosum, C. singularis, C.simulans, C.
accolens, C. amycolatum, C. minutissimum, C. macginleyi, C. auriscanis

8: Incluye: P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri

9: Incluye: K. pneumoniae subsp. Ozenae

10: Incluye: B. fragilis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron

11: Incluye: C. albicans, C. krusei, C. dublinensis, C. tropicalis, C. glabrata.
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El protocolo se detalla a continuacion. Se transfirieron 180 uL del liquido obtenido tras
sonicacion de la protesis articular a un eppendorf y la muestra fue sometida a lisis durante
30 minutos. Tras ese periodo el eppendorf se colocd junto con el vial de la Master mix
(que incluia la DNA polimerasa termoestable, los 4 dNTPs, MgCl, y el tampon de
reaccion), en un cartucho que contenia las sondas especificas de cada uno de los
microorganismos incluidos en el kit. El cartucho cargado se introdujo en el dispositivo
para su amplificacion e hibridacion. El tiempo total de duracion de esta técnica fue de 4,5
horas, periodo tras el cual, los resultados tanto de los microorganismos identificados
como de los genes de resistencia detectados aparecieron en la pantalla tactil del sistema.

Esta técnica incluia un control interno para comprobar la validez de cada resultado.
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6.5 Estudio prospectivo de evaluacion del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacién de drenajes abdominales para el diagnéstico
de infeccidn del sitio quirudrgico

El estudio de evaluacién de la sonicacion de tubos de drenaje abdominales para el
diagndstico microbiolégico de infeccion del sitio quirtrgico se llevo a cabo entre marzo y
junio de 2013. Se retiraron los tubos de drenaje abdominales de pacientes sometidos a
cirugias abdominales en el 11IS-FJD, de manera aséptica, en condiciones de estabilidad
clinica del paciente, es decir, sin que éste presentase sepsis intra-abdominal post-
quirdrgica. Los pacientes se clasificaron en dos grupos: aquellos que reunian criterios
clinicos de infeccion del sitio quirdrgico basados en los criterios de Mangran y cols vistos
anteriormente[19], y aquellos sin criterios clinicos de infeccion, considerados como

grupo control.

La parte del drenaje abdominal retirada fue la porcién mas distal del implante. Los tubos

de drenaje estudiados en este caso fueron los activos: Jackson Pratt, Blake y Redon.

Cuando al paciente se le retiraron dos o mas drenajes, todos ellos se procesaron
microbiologicamente, pero para el calculo de datos clinicos, epidemiologicos Yy
correlacion entre parametros clinicos y analiticos con microbioldgicos so6lo se tuvo en

cuenta un drenaje por paciente. Para ello se aplico el siguiente algoritmo:

e En caso de que sélo hubiera un drenaje con cultivo positivo, ese era el que se
consideraba.
e Si habia dos 0 mas drenajes con cultivo positivo:
o Seteniaen cuenta aquel en el que se aislara un patdgeno potencial.
o Si en varios cultivos se aislo un patogeno potencial, se consideraba aquel

en el que el recuento fuera mayor.
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Este estudio también fue aprobado por el Comité Etico del 1IS-FJD. El protocolo

predefinido utilizado en este caso reunia los siguientes datos:

e Datos demogréficos:
o Edad.
o Sexo.
e Dia postoperatorio en el que se retir6 el implante.
e Datos microbioldgicos:
o Positividad o negatividad del cultivo.
o Recuento y microorganismo/s aislado/s.
o Sensibilidad antimicrobiana.
o Cultivos positivos previos a la retirada del dispositivo.
e Tipo de drenaje:
o Jackson Pratt.
o Redon.
o Blake.
e Datos clinicos:
o Tipo de cirugia. Ademéas de laparotomia o laparoscopia, se recogié el
grado de contaminacion de la cirugia.
o Tipo de tratamiento antibidtico posterior a la cirugia (via de
administracion, posologia y familia de antibiotico).
o Parametros analiticos: leucocitos, plaguetas, hematies, hemoglobina y
RFA.
o Evolucion del paciente, incluyendo complicaciones postquirdrgicas y

reintervenciones.
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e Enfermedades de base: Diabetes Mellitus, cancer, enfermedad cardiovascular,
hepatitis, enfermedad renal, enfermedad pulmonar, VIH y coagulopatia.
e Aspecto de la herida quirtrgica en el momento de la retirada del implante:
o Seroso.
o Serohematico.
o Purulento.

o Biliar.

El protocolo seguido para el procesamiento de los tubos de drenaje fue exactamente el
mismo que para las protesis articulares salvo por los cambios que se especifican a

continuacion:

e Estos dispositivos se cubrieron con 50 mL de PBS.

e El liquido de sonicacion se centrifugd a 2500 x g durante 10 minutos.

e El sedimento se resuspendi6 1,5 mL de PBS.

e Los medios de cultivo en este caso incluyeron CAN2 (bioMérieux Marcy-
L’Etoile, France), en lugar de agar Sabouraud Cloranfenicol y agar Sabouraud
Cloranfenicol Actidiona. Estas placas se incubaron en atmdsfera normal de O,

e El recuento total se calculé en este caso para los 1,5 mL de liquido de sonicacion.

e El estudio de sensibilidad antimicrobiana se llevo a cabo mediante el sistema
disco placa de acuerdo al EUCAST (European Committee on Antimicrobiol

Susceptibility Testing).

Ya que no todos los tubos de drenaje eran iguales en cuanto a longitud, el recuento se

ajusté a la superficie (cm?), expresandose por tanto el resultado en por lo que

mL -cm?
tuvieron que tomarse las medidas de longitud y radio en lo drenajes de base circular, y

longitud, anchura y altura en los drenajes de base rectangular.
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La superficie “atil” de los tubos de drenajes con base circular se calcul6 en funcién de la

férmula del area de un cilindro:

- _ 2
Acilindro = 2+ Apase T Alateral = 27r” + 2nrl

Donde | representa el largo, y r el radio del tubo de drenaje.

Pero al ser el tubo de drenaje hueco, la superficie sobre la cual las bacterias pueden
adherirse y formar un biofilm posteriormente, no s6lo es la superficie externa sino
también la interna. La superficie de la base, sobre la que también puede existir
adherencia, estaria representada por la superficie generada por el radio exterior menos la

del radio interior.

Con lo cual, la formula utilizada para calcular la superficie total de cada tubo de drenaje

cilindrico fue la siguiente:

— 2 2
Stotal drenajes circulares = 2nTenil + 2ninel +2 0 (Ve — Tint)

La superficie “util” de los tubos de drenajes de base rectangular se calcul6 en funcion de

la formula del area de un prisma cuadrangular:
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Aprisma: 2h| + 2a.| +2ha

Donde a es la anchura, h la altura y | el largo.

Pero nuevamente, el drenaje es hueco, asi que la superficie total seria la lateral externa, la
lateral interna, y la de las bases, que se calcula como la diferencia entre la superficie

generada por la exterior y la interior.

La formula utilizada por tanto para el calculo de la superficie “util” de los tubos de

drenaje rectangulares fue la siguiente:

Stotal drenajes rectangulares = 2Rexil + 20exel +2hinel + 2aim¢l + 2(hext * Aoxt — Rint * Qine)

En todos los casos hemos despreciado las perforaciones de los tubos de drenaje para el

calculo de la superficie por ser demasiado pequefias.

Todos los microorganismos aislados por cultivo se identificaron mediante el sistema

MALDI-TOF o Vitek MS® (bioMérieux Marcy-L’Etoile, France).

79



Material y métodos
6.6 Estudio estadistico

Se llevé a cabo un estudio descriptivo utilizando diferentes versiones del programa
informatico Stata. Las variables continuas se expresaron como la media y la desviacion
estandar en caso de que la poblacidn siguiese una distribucion normal, o como la mediana
y los cuartiles en el caso contrario. Los valores de las variables cualitativas se expresaron

como valores absolutos y porcentajes.

Ademas, mediante el programa informéatico EPIDAT 3.1, se compararon los pardmetros
estadisticos de S, E, VPP y VPN de los métodos diagnosticos: cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la proétesis articular, cultivo del liquido articular inoculado en
frasco de hemocultivos, cultivo del tejido periprotésico, cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacion del espaciador, PCR a partir del liquido de sonicacion de la prétesis articular y
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacién del drenaje abdominal. Para calcular dichos
pardmetros, se tomaron como valores de referencia los criterios de infeccion clinica, de
tal forma que los datos se calcularon utilizando tablas de contingencia 2x2, considerando
la positividad o negatividad de los métodos diagndsticos en pacientes con infeccion. Las
sensibilidades se compararon utilizando el test de McNemar de proporciones emparejadas
cuando la técnica se llevé a cabo sobre el mismo numero de pacientes, y el test de
proporciones independientes cuando el nimero de pacientes sobre el que se realiza la
técnica fue diferente. Se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas

cuando el valor de p<0,05 con un intervalo de confianza del 95%.

Dichas relaciones estadisticamente significativas se buscaron entre datos microbiol6gicos
y datos clinicos o analiticos. Las variables cualitativas se compararon mediante el test

exacto de Fisher o prueba de Chi? a través de tablas de contingencia 2x2. El test no
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paramétrico Mann-Whitney compard una variable cualitativa y una cuantitativa. Y el

coeficiente de correlacion de Spearman, 2 variables cuantitativas.

En el estudio in vitro, se compard la liberacion media (de los 10 minutos) de todas las
bacterias entre si, asi como la liberacion en cada minuto de todas las bacterias entre si,

mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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7.1 Estudio in vitro de la influencia del tiempo de sonicacién de discos
de Ti6Al4Va en la liberacion de bacterias desde el biofilm formado
sobre la superficie del material

En la siguiente tabla se representan los datos del recuento medio (expresado en UFC) y la

desviacion estandar, de los 3 experimentos realizados para cada minuto y cada cepa, en

los 5 mL de liquido de sonicado.

Tabla 2. Recuento medio y desviacién estandar (expresado en UFC) de los 3
experimentos realizados para cada minuto y cepa, calculado en los 5 mL de liquido
obtenido tras sonicacion de discos de Ti6Al4Va.

T('&Tn[;o S. aureus S. epidermidis E. faecalis E. coli P. aeruginosa
1 43.10'+55-10° 1,8-10'+8,4-10° 6,2-10'+2,8-10° 1,3-10°45,0-10°  3,8-10°+1,8-10°
2 5,3-10'+1,6-10" 3,3-10'+5,2-10° 6,4-10"+1,7-10"  2,2-10°+1,1-10°  4,5-10°+3,3-10°
3 54-10'+7,8-10° 3,5-10'+9,9-10° 7,4-10'+6,1-10° 3,5-10°+2,5-10° 4,6-10°+1,3-10°
4 6,3-10'+6,2:10° 3,6-10'+2,7-10° 8,5-10'+1,1-10"  3,6-10°+9,5-10°  4,7-10°+2,1-10°
5 6,8-10'+1,1-10" 4,8-10'+2,4-10" 9,5-10'+2,7-10"  5,7-10°+6,2-10°  4,9-10°+1,9-10°
6 4,2.10+2,2-.10"  7,6:10'+2,2.10"  8,1-10'+3,3-10" 5,6-10°+3,2-10°  3,6-10°+1,9-10°
7 7,8:10'+1,4-10" 4,5-10+8,7-10° 9,7-10'+1,6-10° 6,4-10°+2,9-10° 1,8-10°+1,4-10°
8 6,7-10+8,7-10° 8,2.10'+4,1.10" 1,3-10°+2,7-10" 9,4-10°+1,7-10° 2,1-10°+6,2-10°
9 6,2.10'+1,3-10° 5,5-10'+1,5-10"  8,3-10'+2,9-10"  9,5-10°+5,5-10°  1,4-10°+6,0-10°
10 2,6-10'+55-10° 7,9-10+1,4-10" 1,1-10°+5,1-10" 1,1-10'+4,9-10° 3,6-10°+1,8-10°

Y a continuacion se muestran los datos relativos a la liberacion media de cada bacteria

durante todo el proceso.

Tabla 3. Liberacion media de los 10 minutos de sonicacion para cada cepa tras la
sonicacion de discos de Ti6Al4Va.

Bacteria Liberacién media (UFC)
S. aureus 5,54- 107
S. epidermidis ~ 5,06- 107
E. faecalis 8,80- 107
E. coli 5,79: 10°
P.aeruginosa 3,49 10°
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En la siguiente grafica se representa la cantidad total de bacterias en los 5 mL de

sonicado respecto al tiempo de exposicion a los ultrasonidos para cada una de las cepas.

llustracion 14. Representacion gréfica de la media y desviacion estandar de la
cantidad total de bacterias (expresadas en UFC) en los 5 mL de liquido obtenido
tras sonicacion de discos de Ti6Al4Va con respecto al tiempo de sonicacion (en
minutos) para las 5 cepas estudiadas.
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Para todas las bacterias, la cantidad total de microorganismos liberados del biofilm,
aumento progresivamente desde el minuto 1 al minuto 5. Entre el minuto 6 y el 10, la
recuperacion fue irregular, ya que el pico maximo se obtuvo en periodos de tiempo
diferentes en funcion de la cepa, sin seguir ningun patron concreto. Por tanto, 5 minutos
fue el tiempo de exposicion a ultrasonidos en el que se recupero la mayor cantidad de las
5 cepas en conjunto. Es decir, tiempos de sonicacidn superiores a 5 minutos en algunos

casos consiguieron liberar mayor cantidad de microorganismos, pero en otros casos,
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especialmente en gram negativas, la recuperacion de bacterias viables fue mucho menor

con respecto a los 5 minutos, ya que dichos tiempos consiguieron la lisis celular.

E. faecalis y S. epidermidis alcanzaron la liberacion maxima en el minuto 8; S. aureus en
el minuto 7 y P. aeruginosa en el minuto 10. E. coli fue el Gnico microorganismo cuya

liberacion aumentd progresivamente a lo largo de los 10 minutos.

En global, la liberacion desde los discos de Ti6Al4Va de las bacterias gram positivas fue
mayor que las de las gram negativas. Durante todo el proceso, E. faecalis fue la cepa con

mayor recuperacion global, mientras que P. aeruginosa y E. coli las de menor.

De hecho encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar la
liberacion media (de los 10 minutos) de las 5 bacterias estudiadas (p<0,00001), y también

al comparar la liberacion de las 5 bacterias en cada minuto estudiado (p<0,021).
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7.2 Estudio retrospectivo de comparacion del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular con el cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y el cultivo

del tejido periprotésico para el diagnostico de IP
Se estudiaron 276 muestras de 200 pacientes (1,38 muestras/paciente).

De los 200 pacientes, 118 reunian criterios clinicos de IP y 82 no (considerado grupo
control). La media de edad fue de 70,9 afios (rango de 24-98) y 125 eran mujeres
mientras que 75 hombres. El tipo de infeccion mas frecuente fue la cronica (n=63),

seguida de la aguda (n=47) y hemat6gena (n=8).

Los tipos de protesis articulares retiradas fueron: total de cadera (n=133), rodilla (n=119),
hombro (n=16) y parcial de cadera (n=8). De las 276 muestras, 181 correspondian a

pacientes con criterios clinicos de IP, mientras que 95 se obtuvieron de pacientes sin IP.

Ademas del cultivo del liquido de sonicacion de la prétesis articular que se llevo a cabo
en todos los pacientes, en 171 de ellos también se realizd el cultivo del tejido
periprotésico y en 125 el cultivo del liquido articular inoculado en frasco de

hemocultivos.

Datos de pacientes con IP aguda (n=47)

La media de edad fue de 71,2 afios, siendo la mayoria mujeres (n=29). El tipo de protesis
retirada fue: total de cadera (n=25), rodilla (n=14), parcial de cadera (n=6) y hombro
(n=2). Los sintomas mas frecuentes fueron dolor (n=26) y manchado de la herida
quirargica (n=22), seguidos de fistula (n=5) y derrame (n=4). Tres pacientes fueron

diagnosticados finalmente de luxacion y 2 de aflojamiento aséptico. El parametro
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analitico alterado fue el valor de la Proteina C Reactiva, tomado Unicamente de 30

pacientes y con una media de 9,8 mg/dL.

El tratamiento recibido por los pacientes se clasifico en tratamiento farmacoldgico y
quirdrgico. Casi la mayoria (n=44) recibieron tratamiento postquirurgico antimicrobiano
para tratar el microorganismo aislado en el cultivo, y s6lo 8 lo recibieron antes de la
cirugia. En cuanto al tratamiento quirurgico, 34 pacientes fueron sometidos a cirugia de
recambio de componentes moviles, 11 a recambio protésico en un tiempo, 1 de ellos a
recambio protésico en dos tiempos con espaciador de vancomicina y gentamicina y otro a

artroplastia tipo Girdlestone.

En la siguiente tabla se muestran los resultados del cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacion de la prétesis articular en comparacion con el cultivo del tejido periprotésico
y/o cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos para los pacientes

con IP aguda.

Tabla 4. Comparacién del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la proétesis
articular (CLSPA) con el cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido articular
inoculado en frasco de hemocultivos (CTP/CLAFH) para pacientes con IP aguda (n=47).

Resultado del cultivo N° pacientes  Tipo de cultivo Microorganismos aislados (n° pacientes)

S. aureus (14)
Klebsiella sp (3)
E. cloacae (2)
SCN (2)
Monomicrobiano E. coli (1)
Morganella morgannii (1)
P. mirabilis (1)
Providencia stuartii (1)
P. aeruginosa (1)
E. faecalis, E. coli y P. mirabilis (1)
E. faecalis y P. aeruginosa (1)
Polimicrobiano K. pneumoniae, P. mirabilis y S. aureus (1)
K. pneumoniae y P. aeruginosa (1)
M. morgannii y P. aeruginosa (1)
E. coli (1)
E. cloacae (1)
CLSPA +y CTP/CLAFH- 5 Monomicrobiano Pseudomonas fluorescens (1)
Serratia marcescens (1)
S. epidermidis (1)
P. aeruginosa (1)
CLSPA -y CTP/ICLAFH+ 5 Monomicrobiano S. aureus (2)
S. epidermidis (2)

CLSPA +y CTP/CLAFH+ 31

CLSPA -y CTP/CLAFH- 6

89



Resultados

Cualquier resultado negativo del cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos de los pacientes que reunian criterios
clinicos de IP aguda, se consideraron falsos negativos. Hubo un total de 5 falsos
negativos del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular: en 4
casos (2 debidos a S. epidermidis y 2 a S. aureus) el Unico cultivo positivo fue el del
cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos; el otro caso fue debido
a P. aeruginosa y el Unico cultivo positivo fue el del cultivo del tejido periprotésico. En 6

casos, todos los cultivos fueron negativos.

Datos de pacientes con IP cronica (n=63)

En este caso, la media de edad fue de 71,9 afios, 33 eran mujeres y los tipos de proétesis
extraidas fueron: total de cadera (n=30), rodilla (n=28), hombro (n=4) y parcial de cadera

(n=1).

Aqui el principal sintoma fue dolor, presente en 54 de los pacientes, mientras que fistula
y derrame fueron sintomas menos frecuentes (n=5 en ambos casos). Unicamente 1
paciente presentd manchado de la herida quirargica. Un total de 31 pacientes fueron
finalmente diagnosticados de aflojamiento aséptico y 5 de luxacién. El pardmetro
analitico alterado fue, igual que en IP aguda, la Proteina C Reactiva, pero en la IP cronica

el valor fue menor (media de 5,4 mg/dL de 13 pacientes).

En este caso 53 pacientes recibieron tratamiento antimicrobiano postquirudrgico, y sélo 7
previo a la cirugia. A diferencia de la IP aguda, en la IP cronica, la medida quirargica
mas practicada fue el recambio en dos tiempos (n=30), seguido del recambio en un

tiempo (n=24), y recambio de los componentes moviles (n=9).

A continuacion se muestran los resultados del cultivo cuantitativo del liquido de

sonicacion de la prétesis articular en comparacion con el cultivo del tejido periprotésico
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y/o cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos para los pacientes

con IP crénica.

Tabla 5. Comparacion del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
protesis articular (CLSPA) con cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos (CTP/CLAFH) para pacientes con IP
cronica (n=63).

Resultado del cultivo N° pacientes  Tipo de cultivo Microorganismos aislados (n° pacientes)

S. aureus (8)
S. epidermidis (5)
SCN* (3)
P. acnes (2)
E. cloacae (1)
CLSPA +y CTP/ICLAFH + 25 E. coli (1)
K. pneumoniae (1)
P. aeruginosa (1)
E. faecalis y P. acnes (1)
Polimicrobiano E. faecalis y S. epidermidis (1)
P. vulgaris y P. aeruginosa (1)
S. epidermidis (3)
Acinetobacter sp (2)
SCN* (2)
: : P. acnes (2)
CLSPA +yCTP/ICLAFH- 15 Monomicrobiano — ¢"- els 2)
E. coli (1)
K. pneumoniae (1)
Ralstonia pickettii (1)

Monomicrobiano

Polimicrobiano E. cloacae y P. mirabilis (1)
P. acnes (2)
CLSPA -y CTP/CLAFH + 4 Monomicrobiano Micrococcus luteus (1)
P. mirabilis (1)

CLSPA -y CTP/CLAFH- 19
*Otros SCN diferentes a S. epidermidis

Aqui encontramos mas falsos negativos del cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos (n=34) que en IP aguda. En este
caso hubo 4 falsos negativos del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
prétesis articular y en 3 de ellos (2 debidos a P. acnes y 1 a M. luteus), el Gnico cultivo
positivo fue el del tejido periprotésico; el otro caso debido a P. mirabilis, crecio solo en

cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos.
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Datos de pacientes con IP_ hematdgena (n=8)

Sélo 5 hombres y 3 mujeres presentaron este tipo de infeccion, siendo la edad media 80,6
afios. En 6 casos el tipo de protesis extraida fue rodilla y en 2 casos total de rodilla. Los
sintomas principales fueron dolor (n=7), derrame (n=3) y manchado de la herida
quirdrgica (n=1). Dos pacientes fueron diagnosticados de aflojamiento aseptico. La
proporcion de leucocitos polimorfonucleares fue ligeramente superior y el de linfocitos
inferior a los valores de referencia (76,6% y 14,5% respectivamente). El valor de la

Proteina C Reactiva se tomo de 6 pacientes con un valor medio de 20,9 mg/dL.

Todos los pacientes recibieron tratamiento antimicrobiano después de la cirugia y solo 3
antes de ella. EI recambio en dos tiempos se practico en 4 pacientes, el recambio de los

componentes moviles en 3, y el recambio en un tiempo en 1.

Debido al bajo numero de pacientes que compuso este grupo de infeccion, no se

calcularon parametros estadisticos ni asociaciones estadisticamente significativas.

Datos de pacientes sin IP (n=82)

Este grupo considerado grupo control, lo conformaron 58 mujeres y 24 hombres con una
media de edad de 69,1 afios. En 51 casos la prétesis estudiada fue rodilla, en 28 protesis

de cadera y en 3 de hombro.

Hasta 63 pacientes presentaron dolor como sintoma principal, 9 manchado de la herida
quirargica y sélo 2 derrame. El 50% de ellos fueron diagnosticados de aflojamiento
aséptico, 4 pacientes de luxacion y 2 de fractura. El valor de la Proteina C Reactiva se

tomd de 12 pacientes con una media de 6,7 mg/dL.
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Muy pocos pacientes recibieron terapia antimicrobiana, ya fuera antes de la cirugia (n=3),
o0 posteriormente (n=24). El tipo de cirugia més practicada fue el recambio en un tiempo
(n=66), seguido de recambio de componentes moviles (n=11) y recambio en dos tiempos

(n=5).

Parametros estadisticos

Se calcularon los parametros estadisticos de S, E, VPP y VPN del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular, cultivo del tejido periprotésico, cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos, y cultivo del tejido periprotésico
y/o cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos para IP aguda,
cronica y total. Los datos para calcular estos parametros, asi como los valores finales se

detallan en las siguientes tablas.

Tabla 6. Datos para calcular los parametros estadisticos del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular (CLSPA), cultivo del tejido
periprotésico (CTP), cultivo del liquido articular inoculado en frasco de
hemocultivos (CLAFH) y cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos (CTP/CLAFH) para el diagnostico
microbioldgico de IP aguda, cronica y total.

Muestras de pac  Muestras de pac  Muestras de pac  Muestras de

con IP aguda con IP cronica con IP total pac sin IP
CLSPA+ 36 40 82 2
CLSPA - 11 23 36 80
Total 47 63 118 82
CTP + 26 26 56 6
CTP - 12 35 50 59
Total 38 61 106 65
CLAFH + 23 13 40 3
CLAFH - 8 21 33 49
Total 31 34 73 52
CTP/CLAFH + 36 29 70 8
CTP/CLAFH - 11 34 48 74
Total 47 63 118 82

Pac: pacientes
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Tabla 7. Parametros estadisticos del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacién de
la protesis articular (CLSPA), cultivo del tejido periprotésico (CTP), cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos (CLAFH), y cultivo del tejido
periprotésico y/o cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos
(CTP/CLAFH) para el diagnéstico microbiolégico de IP aguda, crénica y total
(expresado en %0).

CLSPA CTP  CLAFH CTP/CLAFH
S 76,6 68,4 74,2 76.6
P Aduda E 97,6 90,8 94,2 90,2
g VPP 94,7 81,2 88,4 81,9
VPN 87,9 83,1 85.9 87.1
S 63,5 42,7 38,2 46,0
P Crénica E 97.6 908 94,2 90,2
VPP 95,2 81,2 81,2 78.4
VPN 77,7 62,8 70,0 685
S 69,5 52.8 548 60,2
Infeccion E 97,6 90,8 94,2 902
total VPP 97.6 90,3 93,0 898
VPN 69.0 54.1 508 61,2

En todos los tipos de infeccion, los pardmetros estadisticos del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la prétesis articular fueron superiores a los del resto de métodos
diagnosticos. Los mejores valores fueron los del E y VVP. Sin embargo, la Sy VPN no
fueron demasiado altos. Aun asi, la S del cultivo del liquido de sonicacion de la prétesis
articular fue la mas alta de todos los métodos diagndsticos para todas las infecciones,
seguida de la del cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido articular

inoculado en frasco de hemocultivos.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
especificidades de los distintos cultivos. Sin embargo, si se encontraron diferencias
significativas al comparar las sensibilidades en IP cronica y total. En IP crénica, la S del
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular fue de 63,5% (la
mayor de todas), seguida de la del cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido

articular inoculado en frasco de hemocultivos, que tuvo un valor del 46% (p=0,0192), la
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del cultivo del tejido periprotesico, que solo fue de 42,7% (p=0,0317) y la del cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos, de 38,2% (p=0,03). En la infeccion
total, el cultivo del liquido de sonicacion de la protesis articular fue significativamente
mas sensible que el cultivo del tejido periprotésico: 69,5% frente a 52,8%

respectivamente (p=0,0154).

Ademas, cuando el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular
se llevo a cabo en conjunto con el cultivo del tejido periprotésico y/o cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos, el nimero de pacientes diagnosticados
aumentd en todos los tipos de infeccion. A continuacion se muestran los datos necesarios

para calcular el aumento de sensibilidad.

Tabla 8. Datos para calcular el aumento del nimero de pacientes diagnosticados
cuando el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prdtesis articular
(CLSPA) se llevo a cabo conjuntamente con los cultivos convencionales (cultivo del
tejido periprotésico y/o cultivo del liquido articular inoculado en frasco de
hemocultivos) para las IP aguda, crénica y total.

IP aguda (n=47) IP croénica (n=63) IP total (n=118)
CLSPA ty cultivos 31 o5 60
convencionales +
CLSPA ty cultivos 5 15 22
convencionales -
CLSPA -y cultivos
; 5 4 9
convencionales +
CLSPA - y cultivos 6 19 27
convencionales -

En IP aguda, cuando el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis
articular se afadio al cultivo del tejido periprotesico y/o cultivo del liquido articular
inoculado en frasco de hemocultivos, la sensibilidad aumento de un 76,6% a un 87,2%,
aunque no se encontraron relaciones estadisticamente significativas. En IP cronica, la
sensibilidad aumento de un 46% a un 69,8% (p=0,0005). Y en IP total, aumento de
58,5% a 77,1% (p<0,0001).
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En el grupo de pacientes con IP que recibieron terapia antimicrobiana previa a la cirugia

(n=18), la S de todos los metodos diagndsticos disminuyé en comparacién con los

pacientes que la recibieron. En las siguientes tablas se muestras los datos necesarios para

calcular dichas sensibilidades y los valores finales.

Tabla 9. Datos para calcular la S de todos los cultivos en IP total, en los pacientes
que recibieron terapia antimicrobiana previa a la cirugia y aquellos que no.

Antimicrobianos No antimicrobianos Total
previos a la cirugia  previos a la cirugia
CLSPA + 12 70 82
CLSPA - 6 30 36
Total 18 100 118
CTP + 8 48 56
CTP - 8 42 50
Total 16 90 106
CLAFH + 5 35 40
CLAFH - 6 27 33
Total 11 62 73
CTP/CLAFH+ 10 62 72
CTP/CLAFH - 8 38 46
Total 18 100 118

CLSPA: cultivo cuantitativo del liquido de sonicacidn de la prétesis articular
CTP: cultivo del tejido periprotésico
CLAFH: cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos

Tabla 10. Valores de S de todos los cultivos en IP total, en los pacientes que
recibieron terapia antimicrobiana previa a la cirugia y aquellos que no.

Antimicrobianos No antimicrobianos
previos a la cirugia previos a la cirugia
CLSPA 66,7% 70%
CTP 50% 53,3%
CLAFH 45,5% 56,5%
CTP/CLAFH 55,6% 62%

CLSPA: cultivo cuantitativo del liquido de sonicacidn de la prétesis articular

CTP: cultivo del tejido periprotésico

CLAFH: cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos

Sin embargo, aunque el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis

articular fue el método que mas pacientes diagnostico dentro del grupo que habia recibido

antimicrobianos previamente a la cirugia (S=66%), no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas cuando se compar6 con el resto de técnicas (el segundo

mejor valor de S fue de 55,6%).
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7.3 Estudio prospectivo de evaluacion de la utilidad del cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion del espaciador para el

diagnostico de infecciones asociadas a espaciadores

Se estudiaron 50 espaciadores de cemento cargados con antibidtico de 46 pacientes con
IP, todos ellos tratados con una cirugia de recambio protésico en dos tiempos. La edad
media fue de 71,1 afios £11,9, siendo 35 mujeres. Los tipos de prétesis articulares fueron:

rodilla (n=32), cadera (n=13), codo (n=3) y hombro (n=2).

En 43 casos (correspondientes a 39 pacientes) se consiguio realizar el diagndstico
etioldgico de la infeccion original, y por tanto, los pacientes se trataron con el
antimicrobiano mas adecuado segun el estudio de sensibilidad del microrganismo aislado.
En los 7 casos restantes (correspondientes a 7 pacientes) no se aislé ningun
microorganismo, por lo que el tratamiento antimicrobiano que recibieron los pacientes
fue una asociacion empirica de varios farmacos. Esta terapia consistié en: vancomicina y
ceftazidima en 3 casos; clindamicina y ciprofloxacino/levofloxacino en dos casos;
linezolid y ciprofloxacino en 1 caso; y ciprofloxacino y rifampicina en otro. Todos los

tratamientos tuvieron una duraciéon minima de 6 semanas.

De los 50 espaciadores, 30 se cargaron con vancomicina y gentamicina, 13 Unicamente
con gentamicina, 6 con clindamicina y gentamicina, y 1 con vancomicina, gentamicina y

clindamicina.

El seguimiento medio de los pacientes tras el segundo tiempo fue de 12,66 +5,4 meses. El
seguimiento medio de los pacientes curados (excluyendo 1 paciente que murié a los 2

meses de la cirugia por motivos no relacionados) fue de 16,24 £5,6 meses.

Los datos clinicos y microbioldgicos de los pacientes aparecen en la siguiente tabla.
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Tabla 11. Datos clinicos y microbiol6gicos de los pacientes incluidos en el estudio de la utilidad del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion del
espaciador para el diagndéstico de infecciones asociadas a su uso.

Meses

e Sexo Egad Articul. seguimiento Alslaml_ento Trat_ar_n’lgnto Datos en el momento del 20T Cultivo del Ilqwdo_ de sonicacion Cultl\_/o de|]tf3]ld0 Evolucion
(afios) tras el 20 T previo antibidtico del espaciador periprotésico
Fistula o - ATB Recuento Microorganismo
Dolor dehiscencia PCR espaciador  (UFC/mL) aislado
1 H 84 Cadera 18 VA+CAZ No No 1,60 VA+GM Curacién
2 M 71 Rodilla 2 S. epidermidis CIP+RIF Si Si 1,90 VA+GM Persistente
2 M 71 Rodilla 9 E. faecalis LZ+RIF Si Si 1,16 VA+GM 30.000 C. albicans Persistente
2 M 73 Rodilla 9 C. albicans FLUC No Si 0,38 VA+GM S epldermlt!ls Persistente
+ E. faecalis
3 H 85 Cadera 19 P. aeruginosa CAZ+CIP Si No 0,25 VA+GM 30.000 C. albicans C. albicans Persistente
4 H 49 Rodilla 23 S. epidermidis VA+DOX Si No 1,70 VA+GM 500 S. epidermidis Curacién
5 H 86 Hombro 23 S. aureus CIP+RIF No No 0,40 GM Curacion
6 M 67 Rodilla 26 S eRF"g?crL‘:t‘t"i'is * CIP+FEP No No 0,20 GM 300 R. pickettii Curacién
7 M 82 Cadera 12 S. aureus CIP+RIF Si No 6,00 GM 80.000 E. faecalis Persistente
8 M 44 Cadera 21 P. aeruginosa + DPT+AK Si No 087  VA+GM 200 E. faecalis Curacién
E. faecalis +ATM
- S. agalactiae + . P .
9 M 69 Rodilla 20 C. striatum LZ+RIF Si Si 1,02 VA+GM Persistente
10 M 58 Rodilla 20 VA+CAZ No No 1,39 VA+GM Curacién
11 M 69 Cadera 24 CIP+LZ No No 0,60 VA+GM Curacién
R. pickettii +
12 H 53 Rodilla 15 Sphingomonas LX+FF Si Si 15,90 GM >100.000 E. coli E. coli Persistente
paucimobilis
13 M 86 Codo 20 S. aureus CX+RIF No No 2,34 GM Curacion
14 M 73 Rodilla 25 S. lugdunensis LX+RIF No No 0,50 CC+GM Curacién
' Nueva
16 M 79 Rodilla 11 S. aureus CIP+SXT No No 2,12 VA+GM infeccion
16 M 80 Rodilla 18 E. cloacae CIP+SXT No No 0,75 VA+GM Curacién
17 M 80 Rodilla 12 VA+CAZ No No 1,50 GM Curacién
18 H 65 Codo 5 E. cloacae CIP Si No 0,10 VA+GM 30.000 Delftia acidovorans D. acidovorans Persistente
. S. aureus + LX+RIF . . - . -
19 M 69 Rodilla 4 E faecalis +AM Si No 8,44 VA+GM S. epidermidis Reinfeccion
19 M 69 Rodilla 2 S. aureus + VA+SXT No No 250  VA+GM S. epidermidis Muerte no
S. epidermidis relacionada
20 M 79 Cadera 1 S. epidermidis VA+DOX Si No 0,34 VA+GM 400 K. pneumoniae K. pneumoniae Persistente
K. pneumoniae + A. baumanii + S. epidermidis
20 M 79 Cadera 12 P - IPM+AK Si Si 3,60 VA+GM 1.000 S. epidermidis + + Persistente
A. baumannii .
P. fluorescens E. faecalis
21 M 76 Rodilla 12 P. acnes CC+RIF Si No 3,10 CC+GM S. epidermidis Persistente
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Continuacion
e Sexo Egad Articul. seg':J/:?\:?;nto Aislamignto Trat_arnignto Datos en el momento del 20T Cultivo del Il’quido_ de sonicacion Culti\_/o del/ t_ejido Evolucion
(afios) trasel 20T previo antibidtico del espaciador periprotésico
Fistula o ATB Recuento Microorganismo
Dolor dehiscencia PCR* espaciador (UFC/mL) aislgdo
22 M 51 Rodilla 14 S. epidermidis CIP+RIF si No 4,60 CC+GM >100.000 My]?grt;ﬁi“tm”m Curacion
23 M 74 Rodilla 14 S. epidermidis VA+DOX No No 0,39 VA+GM Curacion
24 M 46 Rodilla 18 P. acnes CX+RIF No No 0,75 VA+GM Curacion
25 H 56 Rodilla 5 S. lugdunensis LX+RIF Si No 0,50 VA+GM S. epidermidis Persistente
26 M 79 Rodilla 18 S. epidermidis CIP+RIF No No 0,50 CC+GM Curacion
27 M 82 Cadera 24 S. epidermidis CC+RIF Si No 1,90 VA+GM Curacion
28 H 69 Hombro 24 P. acnes CLM No No 0,50 GM Curacion
29 M 70 Rodilla 18 S. epidermidis CIP+RIF No No 0,50 CC+GM S. epidermidis Curacion
30 H 56 Cadera 16 S. aureus LX+RIF No No 0,25 VA+GM Curacion ©
31 M 76 Cadera 18 S. epidermidis SXT+RIF No No 0,40 GM Curacion
32 H 79 Rodilla 17 CC+CIP No No 1,85 VA+GM Curacion
33 H 75 Rodilla 17 S. epidermidis LZ+CC No No 0,60 VA+GM Curacion
34 H 84 Cadera 12 S. epidermidis LX+RIF No No 0,57 VA+GM Curacion
35 M 76 Rodilla 12 S. aureus CIP+CC No No 0,10 VA+GM+CC Curacion
36 M 78 Rodilla 12 S. gordonii LX+RIF+AK Si No 0,70 CC+GM Curacion
37 M 61 Rodilla 12 S. agalactiae AM+RIF No No 0,90 VA+GM Curacion
38 M 76 Rodilla 12 S. aureus CIP+CC No No 7,10 VA+GM Curacion
39 M 78 Rodilla 12 S. gordonii CIP+CC No No 3,60 GM Curacion
40 M 77 Codo 12 LX+CC No No 2,12 GM Curacion
41 M 41 Rodilla 12 S. epidermidis LX+RIF No No 0,25 GM Curacion
42 H 80 Cadera 12 S. epidermidis SXT+RIF No No 1,20 GM Curacion
43 M 80 Rodilla 12 CIP+RIF No No 0,30 GM Curacion
44 M 85 Rodilla 10 S. aureus LX+RIF No No 2,71 VA+GM 2.000 S. aureus Curacion
45 H 57 Rodilla 10 S. epidermidis LZ+FF No No 0,37 VA+GM Curacion
Chryseobacterium
46 H 85 Cadera 5 S. aureus SXT+RIF Si No 1,20 VA+GM 80.000 indologenes + Persistente

D. acidovorans

Sexo H: hombre; M: mujer.
Aurtic: articulacion
PCR*: Proteina C Reactiva.

VA: vancomicina; GM: gentamicina; CIP: ciprofloxacino; LX: levofloxacino; CAZ: ceftazidima; RIF: rifampicina; LZ: linezolid; FLUC fluconazol; DOX doxiciclina; CC:

clindamicina; FEP cefepima; DPT: daptomicina; AK: amicacina; ATM: aztreonam; FF: fosfomicina; SXT: cotrimoxazol; CX: cloxacilina; AM: amoxicilina; IPM: imipenem; CLM:

claritromicina.

O paciente con una fistula que cerré. No presenté mas sintomas.
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En el momento de la segunda cirugia, 16 casos se diagnosticaron como infeccion
relacionada con el uso de espaciadores de acuerdo a los criterios explicados en Material y
Métodos. El principal sintoma fue el dolor, seguido de drenaje persistente. Todos los
casos salvo uno se consideraron infecciones persistentes. En el caso restante los sintomas
de infeccion aparecieron varias semanas después de la cirugia, por lo que se diagnostico
como un segundo episodio de infeccién. El valor medio de la Proteina C Reactiva antes

de la retirada del espaciador fue de 1,85 mg/dL (rango 0,1-15,9).

Después de la segunda cirugia, 2 pacientes infectados se trataron con terapia supresora, 2
se sometieron a una artroplastia de reseccién, y uno a amputacion. Un paciente presento
una fistula que desaparecio tras varias semanas sin presentar ningun otro sintoma durante
el seguimiento. Un paciente murié por enfermedades de base no relacionadas con la
infeccion. El resto de pacientes se recuper0 con éxito. La presencia de dolor o
dehiscencia/fistula se asocid significativamente con una mala evolucion de los pacientes

(p=0,00003 en ambos casos).

Las principales caracteristicas clinicas y microbiologicas de los pacientes con infeccion

asociada al uso de espaciadores se muestran a continuacion.
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas y microbioldgicas de los pacientes con infeccion asociada al uso de espaciadores.

Fecha Fecha otras Fecha PCR*
N° Edad Sexo cirugia Sintomas entre las 2 cirugias Tratamiento antibiético o cirugia 2° antes del Evolucién final
1°T ciruglas tiempo 2°T
2 71 M 02/01/12 Drenaje persistente, CIP+RIF 26/1/12 1,90 Infeccion persistente
dehiscencia herida
Drenaje persistente D_renaje . .
2 71 M 26/01/12 . - : - LZ+RIF quirdrgico 14/6/12 1,16 Infeccion persistente
dehiscencia herida, dolor articular
(8/3/2012)
5 73 M 14/06/12 Dolor persistente, FLUC 25/3/13 0,38 Nueva |pfeCC|on gguda degld_a a §CN 15
drenaje escaso dias después de la 22 cirugia
3 85 H  26/03/12 Numerosas dislocaciones del CAZ+CIP 15/5/12 0,25 Técnica de Girdlestone
espaciador, dolor
7 8 M 021211 Drenaje persistente, CIP+RIF 23/1/12 6 Tratamiento supresivo del implante
dehiscencia herida infectado
Dehiscencia herida, Infeccidn persistente.
9 69 M 01/01/12 dolor local persistente LZ+RIF 11/4/12 1,02 DAIR (24/5/2012)
12 53 H 28/08/12 ) Local FiOlOI’ y aumento LX+EF 12/9/12 15.9 Probable infeccién hemqtpgena tratada
de sintomas inflamatorios el 9/9/12 con amputacion
18 65 H 19/10/10 Dolor local C_)SteO|'ISIS Osea cIp 14/12/10 01 Tratamiento supresivo. P(_ardlda alos 4
en radiologias meses de seguimiento
19 69 M 22/04/13 Dr_enaje_per5|st_e,nte, dehlsce_nua AMELXARIF 10/5/13 8,44 Infeccion persistente. Nueva cirugia en 2
herida, dislocacion del espaciador tiempos.
20 79 M 26/02/13 Dolor, fractura ésea local VA+DOX 31/5/13 0,34 Nueva infeccion. DAIR y posterior
cirugia en 2 tiempos
20 79 M 06/06/13 Drenaje persistente, dolor I'\IAP+AK' TG a_nad|da (_jurapte 16/7/13 3,6 Técnica de Girdlestone
a semana previa a la cirugia
1 76 M 29/11/12 Dolor, parametros serolégicos CCHRIF 21/6/13 27 Infecmon_ persistente. Curacion tras
elevados retirada del espaciador
2 51 M 19/10/12 Dolor, pariﬂf};gz Ssero'og'cos CIP+RIF 417113 46 Nueva cirugfa en 2 tiempos
25 56 H 20/03/13 Sinovitis persistente, dolor LX+RIF A(rftg;g;:zegiess)ls 17/5/13 0,5 Nueva cirugia en 2 tiempos
Sinovitis persistente, dolor, Artrocentesis N .
46 85 H 30/01/14 dislocacion del espaciador SXT+RIF (3/412014) 10/4/14 1,2 Nueva cirugia en 2 tiempos
TIG: tigeciclina

PCR*: Proteina C Reactiva




Resultados

El cultivo cuantitativo del liquido de sonicacidn del espaciador fue positivo en 13 casos, 9
de ellos correspondientes a pacientes con infeccion y 4 a pacientes sin ella (p=0,001). En
6 casos el cultivo tuvo un recuento bajo (<10.000 UFC/mL) y en 7 casos el recuento fue
alto (>10.000 UFC/mL). Todos los casos de recuentos altos se correspondieron con
pacientes con infeccion (p=0,001). En 11 casos, el cultivo del tejido periprotésico fue
también positivo (5 de ellos con un resultado positivo del cultivo del liquido de
sonicacién del espaciador, ver tabla 11). En 8 casos se identificé un microorganismo
distinto del aislado en los cultivos originales, y todos ellos (salvo uno) se correspondieron
con pacientes infectados (p=0,00002). La presencia de recuentos altos o el aislamiento de
un microorganismo diferente al cultivo original, también se asocié con la infeccion, en
este caso de una manera mas potente (p=0,000004) que la asociacion conjunta de los dos

resultados (p=0,0005).

La mala evolucion de los pacientes se asocié estadisticamente con la positividad del
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion del espaciador (p=0,01), un recuento
elevado (p=0,004 frente a la suma de recuentos bajos + cultivos negativos), el aislamiento
de un microorganismo diferente al inicial (p=0,0013) y con el cultivo del tejido
periprotésico positivo (p=0,0013). La asociacion entre la mala evolucion y recuentos
elevados o el aislamiento de un microorganismo diferente fue ain mayor (p=0,0003). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Proteina C
Reactiva previos a la retirada del espaciador y la presencia de infeccion, evolucion,

recuento elevado o aislamiento de un microorganismo diferente al del cultivo original.

La sensibilidad del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacién del espaciador (56,3%),
fue mayor que la del cultivo del tejido periprotésico (50%), pero la especificidad fue

menor (88,2% Vs 94,1% respectivamente). La combinacion de ambas técnicas permitio
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diagnosticar 13 de los 16 pacientes con infeccion (S=81,3%). Sin embargo, dicha
especificidad aumento hasta el 100% al considerar unicamente los resultados del cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion del espaciador en los que se aislé una especie
diferente, o en los que el recuento fue >10.000 UFC/mL, sin que por ello la sensibilidad

disminuyera (56,3%).
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7.4 Estudio prospectivo de evaluacion de la técnica de PCR Unyvero
i60 ITI® a partir del liquido de sonicacion de prétesis articulares

para el diagnostico microbiolégico de IP
Se estudiaron 88 muestras de 68 pacientes (1,29 muestras/paciente).

De los 68 pacientes, 29 reunian criterios clinicos de IP y 39 no. La media de edad de los
pacientes fue de 72,75 afios, siendo 44 mujeres y 24 hombres. El tipo de infeccion mas

frecuente fue cronica (n=15), seguida de aguda (n=12) y hematogena (n=2).

Los tipos de protesis articulares retiradas fueron: rodilla (n=55), total de cadera (n=26),
parcial de cadera (n=5) y hombro (n=2). De las 88 muestras, 38 se correspondian con

pacientes con IP.

Datos relativos a las muestras de pacientes con criterios de IP (n=38)

En 20 casos, tanto el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular,
como la PCR a partir del liquido de sonicacion, resultaron positivos. En la siguiente tabla
se muestran los resultados de ambos métodos, junto con los resultados del cultivo del

tejido periprotésico y cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos.
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Tabla 13. Comparacion de los resultados de todos los métodos diagnosticos en las
muestras de pacientes con criterios clinicos de IP. PCR y cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular (CLSPA) positivos (n=20).

CLSPA
Tipo de Recuento . .
infeccion (UFC/mL) Microorganismo Resultado de la PCR CLAFH CTP
H 50.000 E. faecalis E. faecalis E. faecalis Negativo
C 100.000 K. pneumoniae K. pneumoniae No realizado K. pneumoniae
o 3.000 A. baumannii SCN Negativo Negativo
o 300 A. baumannii A. baumannii Negativo Negativo
A 100 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
c 500 S. epldermld_ls y SCN S. epldermld_ls y Negativo
S. haemolyticus S. haemolyticus

C 20.000 Staphylococcus SCN S. simulans S. simulans

simulans
o 50.000 S. epidermidis SCN S. epidermidis S. epidermidis
C 50.000 S. epidermidis SCN S. epidermidis S. epidermidis
C 100 S. simulans SCN S. simulans S. simulans
c 100.000 E. faecalis E. faecalis ﬁ;}memcoccus E. faecalis E. faecalis
c 100.000 E. faecalis E. faecalis ysri)”ter"cocc”s E. faecalis E. faecalis
A 100.000 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
H 100.000 E. faecalis Enterococcus spp E. faecalis E. faecalis
H 100.000 E. faecalis E. faecalis szpnterococcus E. faecalis E. faecalis
C 1.400 S. epidermidis SCN Negativo Negativo
A 100.000 E. cloacae E. cloacae Negativo Negativo
A 2.000 S. epidermidis SCN No realizado S. epidermidis
A 100.000 E. coliy E. coliy S. aureus S. aureus S. aureus

S. aureus
A 100.000 E. aerogenes E. cloacae, E. aerogenes y E. aerogenes E. aerogenes

K. pneumoniae

Tipo de infeccidn: A (aguda) C (crdnica) H (hematégena)
CLAFH: cultivo de liquido articular inoculado en frasco de hemocultivo

CTP: cultivo de tejido periprotésico

En 7 casos, el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular fue

positivo pero la PCR negativa. Las discrepancias se detallan a continuacion:

¢ Recuento de 300 UFC/mL de S. marcescens, bacteria no detectada por la PCR por

no estar incluida en el kit.
e Recuento de 100 UFC/mL de S. epidermidis, considerado como un contaminante,

ya que el verdadero agente etiologico de la infeccion fue Mycobacterium
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tuberculosis que crecié 8 semanas después en medios de cultivo especificos de
Micobacterias.

e Recuento de 10° UFC/mL de S. agalactiae.

e Recuento de 1.000 UFC/mL de S. simulans.

e Recuento de 7.000 UFC/mL de Klebsiella oxytoca.

e Recuento de 2.000 UFC/mL de F. magna.

Recuento de 200 UFC/mL de P. acnes.

Los 5 ultimos casos se tomaron como falsos negativos de la PCR ya que esas bacterias
fueron consideradas los verdaderos agentes etiologicos de la IP. Ademas en algunos
casos, también fueron detectados por cultivo del liquido articular inoculado en frasco de
hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico. Todos estos datos quedan recogidos en la

siguiente tabla.

Tabla 14. Comparacion de los resultados de todos los métodos diagnosticos en las
muestras de pacientes con criterios clinicos de IP. Cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacion de la protesis articular (CLSPA) positivo y PCR negativa (n=20).

CLSPA
R T T
C 100.000 S. agalactiae S. agalactiae S. agalactiae
A 7.000 K. oxytoca Negativo Negativo
A 300 S. marcescens S. marcescens Negativo
C 1.000 S. simulans Negativo S. simulans S. simulans
A 2.000 F. magna Negativo Negativo
C 200 P. acnes P. acnes Negativo
C 100 S. epidermidis S. epidermidis Negativo

Tipo de infeccion: A (aguda) C (cronica) H (hematdgena)
CLAFH: cultivo de liquido articular inoculado en frasco de hemocultivo
CTP: cultivo de tejido periprotésico
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En 3 casos, la PCR fue positiva pero el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
prétesis articular negativo, por lo que se consideraron falsos negativos del cultivo. De

nuevo, las discrepancias se explican a continuacion:

e PCR positiva para E. faecalis, también aislado en cultivo del tejido periprotésico.
e PCR positiva para S. aureus, no aislado en otros cultivos.
e PCR positiva para P. mirabilis, aislado un mes antes de la cirugia de extraccion de

la protesis, en un cultivo de cirugia de limpieza.

En 8 casos, las dos técnicas fueron negativas, y de ellas solo 1 fue probablemente

negativa debido al recibimiento de terapia antimicrobiana previo a la cirugia.

Datos relativos a las muestras de pacientes sin criterios de IP (n=50)

En un caso la PCR detecto S. epidermidis, el cual fue considerado como falso positivo de
la técnica de biologia molecular, al ser negativos todos los cultivos y no presentar el
paciente criterios clinicos de IP. Ese paciente fue diagnosticado finalmente de

aflojamiento aséptico.

Dos cultivos cuantitativos del liquido de sonicacion de la protesis articular positivos,
cuyos resultados fueron 100 UFC/mL de S. aureus y 100 UFC/mL de S. epidermidis, vy
con resultado negativo de la PCR, fueron considerados falsos positivos del cultivo por
varios motivos. El recuento fue muy bajo (<500 UFC/mL); el resto de cultivos fueron
negativos; los pacientes no presentaron complicaciones a pesar de no recibir tratamiento

antibiotico; y ante todo, porque no reunian criterios clinicos de IP.

En cuanto a los mecanismos de resistencia detectados por el sistema Unyvero i60 ITI®,
tanto en pacientes con IP como en aquellos sin IP, la PCR encontré6 9 mecanismos de

resistencia en 5 de las muestras:
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e 3 genes mecA

e 2 genes de resistencia a fluoroquinolonas: mutaciones en los genes gyrA83 y
gyrA87.

e El gen ctx-M (B-lactamasa de espectro extendido).

e El gen aac A4 que confiere resistencia a los aminoglucosidos.

e LosgenesermAyermC

Todos estos hallazgos se confirmaron mediante el estudio de sensibilidad antimicrobiana
fenotipica por el sistema VITEK 2® (bioMérieux Marcy-L’Etoile, France) a partir del
cultivo de las muestras. Sélo hubo un caso de discrepancia, en el que se aisl6 por cultivo
S. simulans, que mediante el estudio de sensibilidad fenotipica era resistente a

clindamicina y eritromicina, y la PCR no detectd el gen responsable.

Ademas de la técnica de biologia molecular y el cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacién de la protesis articular, en todos los pacientes se procesaron las muestras de
tejido peri-implante, y en todos salvo en 3, muestras de liquido articular inoculado en

frasco de hemocultivos.

La positividad o negatividad de todos los métodos diagnosticos, incluidos el cultivo del
tejido periprotésico y cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos, se
muestran en la siguiente tabla, y son los datos utilizados para calcular los parametros

estadisticos de S, E, VPP y VPN de todas las técnicas.
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Tabla 15. Datos para calcular los parametros estadisticos del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacion de la protesis articular (CLSPA), PCR mdltiple, cultivo del
tejido periprotésico (CTP) y cultivo del liquido articular inoculado en frasco de
hemocultivos (CLAFH) para el diagnostico de IP.

Muestras de Muestras de
. ) . Total
pacientes con IP pacientes sin IP
CLSPA + 27 2 29
CLSPA - 11 48 59
Total 38 50 88
PCR Unyvero i60 ITI® + 23 1 24
PCR Unyvero i60 ITI® - 15 49 64
Total 38 50 88
CTP + 16 0 16
CTP - 22 50 72
Total 38 50 88
CLAFH + 20 2 22
CLAFH - 15 48 63
Total 35 50 85

De tal forma, que los pardmetros estadisticos de los 4 métodos diagnésticos son los

siguientes:

Tabla 16. Pardmetros estadisticos de S, E, VPP y VPN (expresados en %) del
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular (CLSPA), PCR
multiple, cultivo del tejido periprotésico (CTP) y cultivo del liquido articular
inoculado en frasco de hemocultivos (CLAFH) para el diagndstico de IP.

S E VPP VPN
CLSPA 71,1 96 93,1 81,4
PCR Unyvero i60 ITI® 60,5 98 95,8 76,6
CTP 42,1 100 100 69,4
CLAFH 57,1 96 90,9 76,2

Aungue los valores de S y VPN de la PCR no fueron demasiado elevados (60,5% vy
76,6%, respectivamente), los mismos parametros para el cultivo cuantitativo del liquido
de sonicacién de la protesis articular, aunque fueron los mejores de las 4 técnicas
diagndsticas, tampoco fueron demasiado altos (71,1% y 81,4%). La principal aportacion

que ofrecio el sistema Unyvero i60 ITI® fue la mejoria en los pardmetros de E y VPP
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(98% y 95,8%) con respecto al cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
protesis articular (96% y 93,1%), aunque no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Cuando se compard con el cultivo del tejido periprotésico, la PCR presentd mejores
parametros estadisticos, porque aunque los valores de E y VPP del cultivo del tejido
periprotésico fueran del 100%, sus valores de S y VPN fueron especialmente bajos. Sin

embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En comparacion con el cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos,
la PCR presentd valores muy similares aunque ligeramente superiores. Aun asi, tampoco

se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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7.5 Estudio prospectivo de evaluacion del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacién de drenajes abdominales para el diagndéstico
de infeccidn del sitio quirudrgico

Se incluyeron en este estudio 45 tubos de drenaje de 35 pacientes. De las 45 muestras, 27
fueron del tipo Jackson Pratt, 13 Blake, y 5 Redon. Sin embargo, para el célculo de datos
clinicos, epidemiolégicos y correlacion entre parametros clinicos y analiticos con
microbioldgicos, sélo 24 Jackson Pratt (68,6%), 8 Blake (22,8%) y 3 Redon (8,6%) se
tuvieron en cuenta debido al algoritmo previamente descrito en el apartado de Material y

Métodos.

Datos clinicos, epidemioldgicos y analiticos

La edad media de los 35 pacientes fue 60,14 + 16,55 afios (rango 24-88), siendo 20
hombres y 15 mujeres. De los 35 pacientes, 16 reunian criterios clinicos de infeccion del

sitio quirargico, mientras que 19 no, considerado grupo control.

Un total de 21 pacientes presentd alguna comorbilidad; en algunos casos sélo una
enfermedad de base y en otros casos mas de una. Estas fueron: Diabetes Mellitus (n=5),
cancer (n=5), enfermedad cardiovascular (n=5), hepatitis (n=5), enfermedad renal (n=3),

enfermedad pulmonar (n=1), VIH (n=1) y coagulopatia (n=1).

Sélo 7 pacientes presentaron fiebre. Y 20 de ellos, una 0 més tipos de complicaciones
después de la cirugia. A pesar de esto, Unicamente dos personas necesitaron ser operadas
de nuevo, y en ambos casos se practico una laparotomia exploratoria. Dentro de las
complicaciones directamente relacionadas con el procedimiento quirdrgico se incluyeron:
ileo paralitico (n=6), infeccion de herida quirtrgica (n=3), fuga (n=2), fistula (n=2),

pancreatitis (n=1) y hematoma (n=1). Otras complicaciones fueron: hidroneumotoérax
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(n=2), sepsis (n=2), anemia (n=2), dolor (n=2), neumonia nosocomial (n=1),
hipocalcemia (n=1), hipoproteinemia (n=1), perforacion vesical (n=1), infeccion del

tracto urinario (n=1) y fuga (n=1).

En 8 casos la cirugia fue abierta (laparotomia) y 27 del tipo laparoscopia. El grado de
contaminacion de la cirugia fue: limpia contaminada (n=17), contaminada (n=11), sucia-

contaminada (n=4) y limpia (n=3).

En cuanto al aspecto del punto de insercion del tubo de drenaje en el momento de la
retirada del dispositivo, la apariencia predominante fue la serohematica (n=30), seguida

de la serosa (n=3), purulenta (n=1) y biliar (n=1).

Los antibidticos mas utilizados fueron los B-lactdmicos. Los tubos de drenaje fueron
utilizados durante una media de 6,4 £ 4,4 dias. El valor medio de los leucocitos fue de

8.528 y el de la Proteina C Reactiva de 11,87 mg/dL.

Aunque el objetivo principal de este trabajo era establecer correlaciones microbioldgicas-
clinicas/analiticas, también se buscaron correlaciones entre parametros clinicos o
analiticos, y la presencia de infeccion del sitio quirdrgico. Y la Gnica correlacion
encontrada fue que un uso superior a 3 dias del tubo de drenaje se relacionaba con la

presencia de infeccion del sitio quirargico (p=0,022).

Los principales datos clinicos, epidemioldgicos y analiticos de los pacientes se detallan
en la siguiente tabla, diferenciando entre pacientes con criterios clinicos de infeccion del

sitio quirargico, y pacientes sin infeccion del sitio quirdrgico.
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Tabla 17. Principales datos clinicos, epidemiolégicos y analiticos de los pacientes con
tubos de drenaje abdominales.

1SQ (n=16) No 1SQ (n=19)
Edad media + DS (en afios) 57,75+ 12,04 62,16 £ 19,69
Sexo (hombres) 11 (68,8%) 9 (47,4%)
Comorbilidades 9 (56,2%) 12 (63,2%)
Fiebre 4 (25,0%) 3 (15,8%)
Complicaciones 14 (87,5%) 6 (31,6)
Aspe}:to_ seroso 0 serohematico de la herida 15 (93,8%) 18 (94,7%)
quirurgica
Uso del tubo de drenaje superior 3 dias 16 (100%) 13 (68,4%)
Recuento leucocitos (media + DS) 8.814 + 3.669 8.288 + 3.228
Valor de PCR* (mg/dL) (media + DS) 12,85+9,35 11,04 £5,44

ISQ: infeccidn del sitio quirargico
PCR*: Proteina C Reactiva

Datos microbiol6gicos

En 37 casos el cultivo cuantitativo del tubo de drenaje tras sonicacion fue positivo, de los
cuales 10 fueron monomicrobianos y 27 polimicrobianos. El recuento medio fue de 310,6
UFC/cm? (rango inter-cuartilico: 98.5-824.2 CFU/cm2). El grupo de microorganismos
mas frecuentemente aislado fue SCN (n=26), pero no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre su aislamiento y la presencia de infeccion del sitio
quirdrgico, por lo que se consideraron contaminantes o microbiota cutanea (al igual que
Micrococcus spp y P. acnes), pero no agentes etiologicos. Por el contrario, en 11 casos (8
de ellos en pacientes con infeccion del sitio quirdrgico), se detectd un microorganismo
que no forma parte de la microbiota cutanea, y se consideré un patdégeno potencial (6
implantes con un solo patdgeno, y 5 de ellos con dos patdgenos). El recuento minimo en
el que estos microorganismos se aislaron fue de 1.500 UFC/mL. A continuacion se

detallan.
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Tabla 18. Patdgenos potenciales aislados en el cultivo de tubos de drenaje
abdominales sonicados y asociados estadisticamente con infeccion del sitio
quirdrgico.

Patogeno n
Pseudomonas aeruginosa 5
Escherichia coli 4
Enterobacter aerogenes 2
Candida spp 1
Enterobacter cloacae 1
Enterococcus spp 1
Klebsiella pneumoniae 1
Morganella morgannii 1

Andlisis estadistico

Se buscaron relaciones estadisticamente significativas entre los parametros
microbiologicos de cultivo positivo, recuento medio de los cultivos positivos, y
aislamiento de un patdgeno potencial, con cualquier pardmetro clinico o analitico

(incluida la presencia de infeccion del sitio quirargico).

El aislamiento de patdgenos potenciales, independientemente de su recuento, se relaciono
significativamente con la presencia de infeccion del sitio quirdrgico (p=0,035),
complicaciones médicas (p=0,004), quirurgicas (p=0,0157) y totales (p<0,001), mayor
recuento de leucocitos (p=0,048), aspecto seroso del punto de insercion del implante

(p=0,040) y el uso del drenaje durante més de 3 dias (p=0,039).

Sin embargo, no se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre el
aislamiento de un patégeno potencial y otros pardmetros clinicos o analiticos como
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comorbilidades, grado de contaminacion de la cirugia, fiebre, cirugia de laparotomia o

valores de la Proteina C Reactiva.

También se encontr6 que el cultivo negativo para patdgenos potenciales estuvo
relacionado con la toma de antimicrobianos previos a la retirada del tubo de drenaje

(p=0,003).

En la siguiente tabla se recogen los datos de los principales pardmetros clinicos en

funcién del tipo de cultivo del tubo de drenaje.

Tabla 19. Principales datos clinicos en comparacion con el tipo de cultivo del tubo
de drenaje: cultivo negativo (CN), aislamiento de un contaminante (C), o de un
patdgeno potencial (PP).

CN (n=4) C (n=20) PP (n=11)
Infeccion del sitio quirdrgico 1 (25%) 7 (35%) 8 (72,7%)
Complicaciones 1 (25%) 8 (40%) 11 (100%)
Recuento leucocitos (media = DS) 8.258 £2.758  8.066 + 3.133 9.072+3.122
Aspecto seroso de la herida quirargica 0 0 3 (100%)
chJiZ(s) del tubo de drenaje durante mas de 3 3 (75%) 15 (75%) 11 (100%)
Comorbilidades 3 (75%) 13 (65%) 5 (45,4%)
Cirugia contaminada o sucia contaminada 2 (50%) 8 (40%) 5 (45,5%)
Fiebre 2 (50%) 3 (15%) 2 (18,2%)
Laparotomia 2 (50%) 3 (15%) 3(27,3%)
Valor de PCR* (mg/dL) (media = DS) 9,3+6,4 12,3+7,6 11,7+7,9
Antibidtico previo 1 (25,9%) 14 (70%) 1(9,1%)

PCR*: Proteina C Reactiva

En cuanto al pardmetro microbiolégico de recuento medio, este se correlacion6
unicamente con el valor de la Proteina C Reactiva (p=0,048), del tal forma que recuentos

elevados se asociaron con valores elevados de este RFA.

Por el contrario, Unicamente la positividad del cultivo con independencia del recuento o
tipo de microorganismo aislado, no se relacioné de manera estadisticamente significativa

con ningdn parametro clinico ni analitico.
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Los resultados del estudio estadistico comparando la evolucién de los pacientes en
funcién de si tenian uno o mas tubos de drenaje, demostraron que los Gltimos pacientes

no presentaron un peor prondstico.

Se calcularon los parametros estadisticos del cultivo del liquido obtenido tras sonicacion
del tubo de drenaje y los resultados fueron los siguientes: S=50%, E=84,2%, VPP=72,7%
y VPN=66,7%. Para ello, se tuvo en cuenta la presencia de criterios clinicos de infeccion

del sitio quirdrgico asi como el aislamiento de patdgenos potenciales en el cultivo.
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Discusion

Los ultrasonidos representan una técnica muy utilizada en el ambito cientifico general
con distintos fines. Dentro del ambito microbioldgico son muy utilizados en la industria
alimentaria. Debido a su capacidad para inactivar microorganismos y sus enzimas[105],
se emplea junto con otras técnicas como aplicacién de calor (termosonicacién), para
disminuir la contaminacion microbiana de determinados alimentos, como zumos o
leche[106, 107], manteniendo las propiedades organolépticas y frescura de los mismos, a

diferencia del calor[108].

Como herramienta para llevar a cabo un diagnéstico microbiolégico de infecciones
asociadas al uso de implantes, ha sido utilizada para sonicar diferentes dispositivos como:
implantes neuroldgicos[109], cardiacos[110, 111], craneales[112], ureterales[113] o

vasculares[63, 64, 114].

Aunque la sonicacion de catéteres vasculares no ha demostrado superioridad con respecto
al cultivo semicuantitativo de la punta del catéter por la técnica de Maki, en el resto de
infecciones asociadas al uso de implantes, la sonicacion de los dispositivos ha sido de
utilidad. Aunque en ningun caso, dicha utilidad ha sido tan estudiada y demostrada como

en el diagnostico de la IP.
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8.1 Influencia del tiempo de sonicacidbn de un dispositivo en la

liberacidn de bacterias desde el biofilm formado sobre la superficie

del material

La sonicacién representa una herramienta util en el diagndstico microbiol6gico de
algunas infecciones asociadas al uso de implantes al ser capaz de liberar o arrancar los
microorganismos que forman parte del biofilm sobre la superficie del implante. Sin
embargo, los ultrasonidos también pueden tener un efecto letal sobre ellos[53, 54].
Diversos estudios in vitro han demostrado que largos tiempos de exposicién inactivan las
bacterias[115] por lo que resulta de crucial importancia controlar el tiempo de exposicién
a los ultrasonidos durante el proceso de sonicacion durante un diagnostico
microbioldgico, para recuperar el mayor porcentaje de bacterias viables que puedan

crecer posteriormente tras cultivarlas.

En este trabajo hemos concluido que 5 minutos fue el tiempo Optimo para recuperar la
mayor cantidad de bacterias viables que se encontraban formando parte de un biofilm
sobre la superficie de discos de Ti6Al4V. Por tanto, si extrapolamos los datos obtenidos
en este trabajo a la practica clinica para el diagndstico microbioldgico de infecciones
asociadas al uso de implantes, donde los discos de Ti6Al4V representarian cualquier
dispositivo al cual los microrganismos se han adherido y formado un biofilm,
establecemos el tiempo de 5 minutos como el tiempo Gptimo capaz de recuperar la mayor

cantidad de bacterias viables adheridas a un biofilm.

Teniendo en cuenta que hoy en dia la IP representa la principal infeccion asociada al uso
de implantes, hemos decidido utilizar un material empleado en la fabricacion de las
prétesis articulares, como es el Ti6Al4V. Actualmente se utiliza para fabricacion de

implantes cuyos objetivo sea la osteointegracion, tales como implantes dentales y protesis
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osteoarticulares, ya que es un material inerte, biocompatible y con propiedades mecanicas
similares a las del hueso[100, 116, 117]. Ademas, las aleaciones de titanio sufren
modificaciones mediante la adicion de sustancias que inhiben la adhesion bacteriana a la
superficie del dispositivo, con el objetivo de disminuir la tasa de infecciones asociadas al

uso de implantes. Plata, azufre, zinc cobre o flior son algunas de las sustancias afiadidas

con capacidad antibacteriana[100].

Tunney y cols[57] y unos afios més tarde Trampuz y cols[55], ya utilizaron los
ultrasonidos para liberar las bacterias de protesis de cadera y con un fin diagnéstico de IP,
respectivamente. Y ambos grupos de trabajo ya empleaban 5 minutos de exposicién a los
ultrasonidos. Desde entonces, este es el protocolo que se lleva a cabo en practicamente
todos los laboratorios de microbiologia para el diagnéstico microbioldgico de IP. Sin
embargo, no hemos encontrado bibliografia que apoye que 5 minutos es el tiempo dptimo
de sonicacion de las protesis articulares, sino que probablemente ese tiempo fue elegido
aleatoriamente, motivo por el cual decidimos realizar este experimento. Unicamente hay
un articulo publicado en 2009 por Monsen y cols[56] similar a nuestro trabajo . Ellos
llevaron a cabo un estudio “in vitro” en el que también estudiaron la influencia del tiempo
de exposicion a los ultrasonidos en la liberacion de bacterias, pero sin reproducir
previamente la formacion de un biofilm, sino que aplicaron los ultrasonidos directamente
a una suspension de bacterias en estado planctonico. Con lo cual, nuestro experimento se
ajusta mas a lo que ocurre en las infecciones asociadas al uso de implantes, en las que las
bacterias se encuentran formando parte de un biofilm en lugar de en estado plancténico.
Aun asi, ellos establecieron el tiempo éptimo en 7 minutos, tiempo muy similar al
obtenido por nuestro grupo de trabajo, y ademas en ambos casos, la liberacion de las
bacterias gram positivas es mayor que la de las gram negativas. Una posible explicacion a

este hecho es que las gram positivas poseen una capa mas gruesa de peptidoglicano[118],
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que podria protegerlas de los efectos de los ultrasonidos. Y otra posible explicacion es
que las gram positivas poseen mas mecanismos de adherencia o establecen uniones mas
fuertes hacia el biofilm que las gram negativas[119, 120] por lo que las dltimas se

encontrarian en menor proporcion en el biofilm y por tanto se recuperarian menos tras la

sonicacion.

Ademéas Monsen y cols también demostraron que hay otros factores que afectan a la
liberacion de microorganismos utilizando la sonicacion, como la temperatura (22° C es la
temperatura Optima), el tipo de bacteria (gram positivas mas resistentes que gram
negativas), asi como el material y composicion del recipiente de sonicacién (en
materiales de vidrio se consigue mayor recuperacion que en materiales de plastico).
Aunque nosotros solo evaluamos 2 de estos factores, el tiempo de exposicion y la
influencia del tipo de bacteria, todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura
constante (22°C), y con el mismo tipo de contenedores estériles plasticos, que a pesar de
ser los que menos recuperacion de bacterias consiguen segin Monsen y cols, son los

utilizados en la rutina asistencial desde el protocolo establecido por Trampuz y cols[55].

Para llevar a cabo este experimento, elegimos especies de Staphylococcus ya que
representan la principal causa de infecciones asociadas al uso de implantes[86]. Sin
embargo, las otras cepas (E. faecium, E. coli y P. aeruginosa) son bacterias patdégenas
aisladas cada vez con mayor frecuencia en este tipo de infecciones[17], motivo por el

cual también fueron empleadas en el experimento.

En cuanto al método de siembra, utilizamos la técnica del drop plate, ya que, a pesar de
ser un método que aln no esta totalmente estandarizado y que en funcion del autor puede
Ilevarse a cabo de maneras diferentes[101, 121, 122], todas las formas han demostrado los

mismos resultados que el método tradicional de siembra consistente en la expansion del
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indculo sobre la placa. Y ademas ofrece incuestionables ventajas, en esencia basadas en
la necesidad de menos recursos, tanto en cuestion de materiales, como especialmente en
cuestion de tiempo[122]. Sin embargo, puede ser considerada una limitacion del estudio
ya que se calcula el recuento de colonias en un volumen final 10 veces menor (10 pL)

que con el método tradicional (100 pL), por lo que el recuento final es méas aproximado

en lugar de mas exacto .

La principal limitacion de este trabajo es el periodo de tiempo utilizado para la formacion
del biofilm, s6lo 24 horas, lo cual no se corresponde con “la edad” de algunos biofilms en
determinadas infecciones asociadas al uso de implantes. Por ejemplo en IP crénica, ya se
ha visto que los biofilms pueden tener del orden de varios meses[9]. Por tanto, la
extrapolacion de estos datos a la practica clinica podria ser erratica al asumir que ambos
biofilms van a presentar el mismo comportamiento en cuanto a la liberacion de bacterias
tras la exposicion a ultrasonidos y quizés, tanta diferencia de tiempo, influya de alguna

manera en dicha liberacion.

Al igual que el tiempo de formacién del biofilm puede que no se correlacione con los
tiempos reales que transcurren en algunas infecciones asociadas al uso de implantes,
dispositivos que no estén fabricados a base de aleaciones de titanio, en la préctica clinica
pueden comportarse de manera diferente a los discos de Ti6Al4V utilizados en este
experimento. No obstante, la influencia de la composicién quimica del material afecta a
la adherencia bacteriana, pero, una vez que ha transcurrido esa fase y ya se ha formado el
biofilm, probablemente todos los biofilms (independientemente de sobre qué material
esté formado) se comporten igual, con lo cual estos datos podrian extrapolarse a cualquier

material.
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En el resto de infecciones asociadas al uso de implantes, algunos autores utilizan el
trabajo de Trampuz[55] como referencia y también sonican los dispositivos 5 minutos.
Por ejemplo: dispositivos cardiacos[110, 111] o craneales[112]. Sin embargo, otros
autores exponen los implantes a los ultrasonidos menos tiempo; por ejemplo: dispositivos
neuroldgicos[109], o catéteres vasculares[64, 114]. De nuevo, tampoco hemos encontrado
bibliografia que apoye que ese tiempo de exposicion a los ultrasonidos sea el mas
adecuado, asi que probablemente la eleccion de ese tiempo sea arbitraria teniendo en
cuenta las diferencias de frecuencia e intensidad (o potencia) de los bafios de sonicacién

utilizados.
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8.2 Uso de la sonicacion para el diagnéstico de infeccion de protesis

articular

Las IPs suponen una devastadora consecuencia de las cirugias de artroplastia, no sélo a
nivel clinico, sino también a nivel econémico. Aungue la incidencia de las IPs no es
demasiado elevada (<3%)[6], estas infecciones implican un alto gasto del Sistema
Nacional de Salud debido a que la préactica de estas cirugias estd aumentando
exponencialmente desde hace algunos afios[123], por lo que se espera que en un futuro
cercano, el nimero de pacientes con IP sea ain mayor. Ademas requieren largos periodos
de antibioterapia, alargandose en algunos casos la estancia hospitalaria por fracaso
terapéutico o necesidad de nuevas cirugias. ES necesario, por tanto, realizar un buen
diagnostico microbiologico de la infeccion, asi como un estudio de sensibilidad
antimicrobiana de los agentes etioldgicos responsables, para dirigir el tratamiento

farmacoldgico.

En este trabajo nos planteamos comparar, en un nimero poblacional elevado y durante la
rutina asistencial, la utilidad del cultivo cuantitativo del liquido obtenido tras sonicacién
del implante, con ambas técnicas convencionales por separado y en conjunto. Es decir,
comprobar si la sonicacion ofrece ventajas en cuanto al diagnostico microbioldgico de IP
frente al cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y/o el cultivo

del tejido periprotésico, tanto para IP aguda, cronica y total.

Los datos obtenidos en nuestro trabajo demostraron que el cultivo cuantitativo del liquido
de sonicacion de la protesis articular presentd mejores parametros estadisticos que ambas
técnicas convencionales por separado y en conjunto, para todos los tipos de infeccion. En
concreto, en infeccion cronica, el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la

prétesis articular fue significativamente mas sensible que ambas técnicas convencionales
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por separado e incluso cuando se llevan a cabo en conjunto. En infeccion total, el cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular también fue
significativamente mas sensible que el cultivo del tejido periprotésico, pero
probablemente esto sea debido a que la infeccion cronica fue la mas representativa en
cuanto a tamafio muestral en la infeccion total, por lo que parece l6gico que los datos
obtenidos en infeccion total sean de similares caracteristicas que los de infeccion cronica.
Por tanto, no consideramos apropiado establecer conclusiones sobre la utilidad del cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular para el diagnostico de IP
total. Sin embargo, nuestros datos ponen de manifiesto la especial utilidad que el cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacién de la protesis articular ofrece en el diagnéstico de
IP cronica. Es sabido, que los cultivos de liquido articular inoculado en frasco de
hemocultivo y el de tejido periprotésico, no son lo suficientemente sensibles para el
diagnéstico de IP cronica[6, 14]. Por el contrario, en IP aguda, nuestros datos no
demostraron superioridad del cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la proétesis
articular con respecto al cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos
y cultivo del tejido periprotésico en cuanto a términos de sensibilidad, lo cual concuerda
con las conclusiones de otros autores[17, 124]. Esta idea esta basada en el hecho de que,
en infecciones cronicas, los microorganismos estan embebidos en la matriz del biofilm
sobre la superficie del material, y por tanto, el procesamiento del implante si podria

recuperar los microorganismos presentes.

Sin embargo, a pesar de la mayor sensibilidad del cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacion de la protesis articular en comparacion con el cultivo del liquido articular
inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico en IP cronica,
encontramos que el primer método cont6 con 4 falsos negativos. Dos de ellos, debidos a

P. acnes con crecimiento escaso, si fueron diagnosticados mediante el cultivo del tejido
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periprotésico. Una posible explicacion a este hecho puede ser el bajo nimero de bacterias
presentes en el implante que no resultaron viables tras la sonicacion de la protesis pero si
fueron viables tras el cultivo directo del tejido periprotésico. Por otra parte, el niUmero de
pacientes diagnosticados cuando las 3 técnicas se llevaron a cabo (cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacién de la protesis articular, cultivo del liquido articular inoculado en
frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico) aumentd al compararlo con el
numero de pacientes diagnosticados por los métodos convencionales (cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico). Este
incremento de sensibilidad fue significativo en IP crénica y total, datos que concuerdan
con el hecho de que el uso de ultrasonidos sea de utilidad en el diagnostico de la
infeccion crénica. Por tanto, se podria concluir que los tres métodos se complementan
entre si, incrementando notablemente el nimero de pacientes diagnosticados, en especial
de IP crénica. Por ello que subrayamos la importancia de llevar a cabo los tres tipos de
diagnéstico microbiologico de IP basados en el cultivo: cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacién de la protesis articular, cultivo del liquido articular inoculado en frasco de

hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico.

También comparamos la sensibilidad de todos los métodos diagndsticos en pacientes que
no habian tomado antibiotico previamente a la cirugia y aquellos que si los habian
recibido. En nuestro caso, aunque la sensibilidad disminuyé para los tres cultivos en el
grupo de pacientes que recibio tratamiento antimicrobiano previo a la cirugia, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, probablemente debido al bajo
tamafno muestral de ese grupo (n=18) en comparacion al grupo que no recibio tratamiento
antimicrobiano previo (n=100). Muchos autores han sefialado que la toma de antibidticos
previamente al procedimiento quirdrgico disminuye la sensibilidad del método

diagndstico, asociandose con cultivos negativos.?****2 Sin embargo, lo que no atn no
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estd claramente establecido es el periodo durante el cual hay que interrumpir el
tratamiento antimicrobiano antes de la cirugia para que la sensibilidad se reduzca lo
menos posible[55, 127]. Aunque, de 2 a 4 semanas es el tiempo que la mayoria de autores

cree conveniente[125, 127], Trampuz y cols encontraron que el tiempo 6ptimo era menor

a dos semanas[55].

El pequefio tamafio muestral de algunos grupos ha sido una limitacion de este trabajo, ya
que ha impedido establecer ciertas asociaciones entre distintos parametros. Ademas de no
poder determinar relacion entre la toma de antimicrobianos previos a la cirugia y la
sensibilidad de los métodos diagnosticos, tampoco se ha podido determinar ninguna
asociacion concluyente en los pacientes con IP hematdgena, ni concluir si los valores de
RFA se correlacionaban con datos microbiolégicos (por ejemplo, cultivos positivos o
aislamientos de microorganismos mas virulentos), a pesar de que inicialmente este
estudio no estaba disefiado para comparar el diagnostico microbiologico basado en el
cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la proétesis articular con parametros

analiticos o histologicos.

Cuando Trampuz y cols establecieron en 2007 el protocolo que hoy en dia es
ampliamente utilizado para el procesamiento de las prdtesis articulares mediante
sonicacion[55], introdujeron el paso de vortear antes y después del proceso de la
aplicacion de ultrasonidos. En 2013, Portillo y cols[128] decidieron comparar este
procedimiento estandar (vortex mas sonicacion) con el procesamiento de las protesis
articulares Unicamente mediante su paso por el vortex. Aunque la sensibilidad del primer
procedimiento fue notablemente superior (60% Vs 40%), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Ademas la especificidad fue del 99% en ambos casos, por
lo que Unicamente vortear las muestras se ha convertido en una alternativa considerable

para el diagndéstico de IP cuando no es posible disponer de un bafio de sonicacién.
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Debido al éxito que el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacién de la protesis
articular habia demostrado en diversos trabajos en el diagndstico de la IP, decidimos
aplicar el uso de ultrasonidos a los espaciadores para el diagndstico de infeccion asociada
al uso de estos dispositivos. Varios estudios han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre la positividad del cultivo y la mala evolucion de los pacientes[60, 62],
lo cual también ha sido demostrado en nuestro trabajo. En 2014 Nelson y cols[61]
llevaron a cabo un estudio similar al nuestro, con un enfoque semicuantitativo y con
resultados similares pero con un numero de pacientes menor. Sin embargo, todos estos
estudios, aunque analizaron los resultados del cultivo del liquido de sonicacion del
espaciador no evaluaron la asociacion entre el microrganismo aislado en el cultivo del

liquido de sonicacion del espaciador y el responsable de la primera infeccion.

En nuestro estudio, no solo evaluamos datos microbioldgicos, sino también una
correlacion entre esos datos microbiologicos y la presencia de infeccion clinica cuando se
llevd a cabo la segunda cirugia del recambio en dos tiempos. En este sentido, la relacion
entre los datos clinico-microbiologicos y la mala evolucion, no sélo se refirio a procesos
infecciosos sino también funcionales, ya que dos pacientes necesitaron artroplastia de
reseccion y uno amputacion. No se detectd evidencia serologica de infeccion dentro de
estos pacientes, lo cual probablemente signifique que la respuesta inflamatoria se inhibid
debido al tratamiento antibiotico, a la naturaleza cronica de la nueva infeccion o a ambas

razones.

Todos los nuevos microorganismos aislados excepto uno, presentaron resistencia a los
antibidticos que recibieron los pacientes, asi como a los que se incluyeron en el
espaciador. En este mismo sentido, se aislaron microorganismos no tan comunes, cComo
Candida spp y Mycobacterium spp, que presentan resistencia constitutiva a los

antibidticos usados. Ademas, todos estos microbios crecieron antes de 7 dias. Nuestro
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grupo de trabajo previamente encontré el mismo resultado en un estudio con muestras de
tejido periprotésico y material de osteosintesis[33], lo cual parece restarle importancia a
las recomendaciones de Schafer y cols[32]. En la mayoria de los pacientes, los signos y
sintomas persistieron, por lo que especulamos que una posible razén fuese la seleccion de
microorganismos resistentes. Nuevos métodos diagndsticos sugieren que las infecciones
polimicrobianas pueden ser mas comunes de lo que eran previamente, e incluso, en las
infecciones monomicrobianas es comudn detectar distintos clones con diferente

sensibilidad antimicrobiana[129].

Una limitacion del estudio fue que inicialmente los espaciadores se enviaban al
laboratorio s6lo cuando existia sospecha de infeccidn, y durante el Gltimo afio se enviaron
todos los espaciadores para su procesamiento. Este hecho puede explicar la reduccion en
el nmero de resultados positivos y el porcentaje de pacientes con una mala evolucion
cuando la sonicacion de espaciadores se introdujo en la rutina asistencial (pacientes 26-

46).

De acuerdo a nuestra experiencia, la sonicacion de los espaciadores aumenta la utilidad
del cultivo del tejido periprotésico para el diagnostico de infecciones asociadas al uso de
espaciadores. Los pacientes con recuentos elevados del cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacién del espaciador tuvieron una peor evolucion (ya sea funcional o relacionada
con procesos de infeccion) que el resto. En los casos de recuentos bajos, la deteccion de
microorganismos diferentes a aquellos obtenidos en el cultivo de muestras tras el primer
tiempo, se asocid a peor evolucion. Por ello consideramos que el espaciador actia como
un nuevo cuerpo extrafio sobre el que los microorganismos, ya sean persistentes o
nuevos, pueden desarrollar un nuevo biofilm. Por consiguiente, el uso de espaciadores de
cemento en proétesis de rodillas puede ser un factor relacionado con la persistencia de

infeccion. En protesis de cadera, aunque la técnica de Girdlestone transitoria supone una
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pérdida funcional importante para el paciente, existe la posibilidad de no utilizar el
espaciador, por lo que puede tener un efecto protector. Sin embargo, hoy en dia no se
han desarrollado alternativas a la utilizacion de espaciadores para las rodillas por una
limitacidn funcional (la retraccion de los ligamentos, y en especial de los tendones, es una
complicacién no reversible), excepto realizar una cirugia en un tiempo en los casos de
infeccion. En casos en los que un dolor inesperado, drenaje purulento, un aumento en los
valores de la Proteina C Reactiva y otros signos y sintomas (como luxacion del
espaciador) ocurran, hay que sospechar de infeccion, y el paciente debe ser manejado

como en otras infecciones asociadas al uso de implantes.

A pesar de que el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la prétesis articular ha
mejorado la sensibilidad con respecto al diagnéstico microbiolégico convencional basado
en el cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido
periprotésico, un numero no despreciable de pacientes con infecciones asociadas al uso
de implantes, permanece sin diagnosticar[6, 16, 58], por lo que se han comenzado a
utilizar técnicas de biologia molecular que tienen una sensibilidad notable, desde hace
algunos afios, llevadas a cabo a partir de tejido periprotésico o liquido obtenido tras
sonicacion de la protesis. En concreto las PCR comerciales garantizan la reproducibilidad
entre distintos centros por lo que suelen ser muy utilizadas. Sin embargo, inicalmente no
se disponia de ningun kit comercial de PCR disefiado especificamente para el diagnostico
de IP, por lo que se utilizaron kits disefiados para detectar microorganismos a partir de
hemocultivos, ya que estos kits incluian la mayoria de los agentes etiologicos de IP. Estos
Kits son: “SeptiFast multiplex PCR®” (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)[130,
131], “GenoType BC®” (una PCR universal) (Hain Lifescience GmbH, Nehren,
Germany)[132], y “FilmArray multiplex PCR” (bioMérieux Marcy-L’Etoile,

France)[133]. Todos ellos se llevaron a cabo a partir del liquido obtenido tras sonicacion
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de la protesis. Sin embargo la sensibilidad y especificidad obtenida en estos trabajos fue

muy variable y no incluian microorganismos como P. acnes o Cornybacterium spp.

Fue necesario por tanto disefiar Kits comerciales para el diagnostico de infeccion

protésica osteoarticular. EI primero de ellos, “Prove-it Bone and Joint StripArray

assay”[134] es una PCR universal llevada a cabo a partir de tejido periprotésico, que a

pesar de contar con una sensibilidad en torno al 80%, tiene una alta tasa de falsos

positivos, ademas de que no incluye P.acnes, S.viridans ni Mycoplasma spp.

A continuacién se muestran en la siguiente tabla las diferencias entre los distintos Kits

comerciales vistos hasta ahora.

Tabla 20. Comparacién de las PCR no basadas en el sistema Unyvero i60 ITI®

usadas para el diagnostico de IP.

PCR disefiadas para detectar microorganismos a partir de PCF;:rl;eer;ada
hemocultivos diagnoéstico de IP
. GenoType BC Filmarray .
SeptiFast (Roch . S P -itB
eptiFast (Roche) (Hain) (bioMérieux) rove-it Bone
Tipo de PCR Maltiple Universal Multiple Universal
Liquido de Liquido de Liquido de ..
s S S Tejido
Muestra sonicacion de la sonicacion de la sonicacion de la . s
s s Y periprotésico
protesis protesis protesis
Tamarfo 37y 860 258 protesis de 126 98 142 muestras de 61
muestral pac pac
Sensibilidad 78% y 96%" 71,6% <60% 82%
Especificidad ---'y 100% 81,9% 99% 74%
P.acnes
P.acnes .
o . Corynebacterium spp P.acnes P.acnes
Principales Corynebacterium spp . . L
. . . Anaerobios Corynebacterium spp S.viridans
microorganismos Anaerobios .
. ; - (i S. lugdunensis
no incluidos S. lugdunensis
Hongos
Me_canlsr_nos de No me%AV) MecA No
resistencia van

O E| kit SeptiFast fue probado por dos grupos de trabajo diferentes.

UDEN primer grupo de trabajo no incluyé grupo control por lo que la especificidad no pudo ser calculada.

(se incluye dentro del grupo SCN.
(MMecanismos de resistencia no evaluados en ese estudio.

El ultimo kit comercial disponible en el mercado es el sistema “multiplex PCR Unyvero

i60 implant and tissue infection” (ITI) ® cartridge (Curetis AG, Holzgerlingen,
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Germany). Se trata de una PCR multiple, facil de ejecutar, especialmente disefiada para el
diagnostico de IP y que ofrece resultados rapidamente (alrededor de 5 horas). Los
materiales a partir de los cuales se puede llevar a cabo son tejido periprotésico, liquido
articular o liquido obtenido tras sonicacion del implante. Ademas permite identificar los

principales agentes etioldgicos de IP asi como los principales genes de resistencia

antimicrobiana[135].

Varios grupos de trabajo han probado este kit. Borde y cols[136] llevaron a cabo un
estudio piloto utilizando como muestra inicial biopsias de tejido peri-implante, y
compararon esta PCR multiple con una PCR universal y el diagnéstico basado en el
cultivo. Aunque la especificidad obtenida fue muy buena, alrededor de un 95% y era un
kit capaz de detectar mecanismos de resistencia, tuvo muchas limitaciones. En primer
lugar la sensibilidad fue menor al 50%; no incluia algunos de los microorganismos mas
frecuentemente implicados en IP (Staphylococcus lugdunensis); y el pequefio tamario
muestral (79 muestras de tejido periprotésico de 28 pacientes) no permitié sacar
conclusiones respecto a la utilidad del kit para detectar mecanismos de resistencia. Como
conclusion global, este trabajo no establecio una superioridad de las técnicas de biologia

molecular con respecto al cultivo.

A pesar de las limitaciones que el kit Unyvero i60 ITI® presentd en este estudio piloto,
cuenta con un potencial bastante elevado para el diagnostico de IP, por lo que, nuestro
grupo de trabajo decidio llevar a cabo un estudio de comparacion de esta técnica de
biologia molecular con el cultivo cuantitativo de dicho liquido, cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico en un
nimero mas elevado de pacientes. Ademas nos propusimos evaluar la utilidad de la
deteccion de genes codificantes de mecanismos de resistencia que este método ofrece. Al

haber llevado a cabo un estudio preliminar de comparacién del cultivo del tejido

135



Discusion
periprotésico, cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular para el diagnéstico de IP, y

comprobar que el Gltimo método es el mas sensible, decidimos llevar a cabo la PCR a

partir del liquido obtenido tras sonicacion de la protesis.

Los datos de sensibilidad y especificidad obtenidos fueron mayores que los del estudio
piloto (60,5% y 98%, Vs 42,9% y 95,2%) ademas de que el tamafio muestral fue mayor y
los mecanismos de resistencia detectados con esta PCR se correlacionaron bien con los
del cultivo. Hischebeth y cols[137] llevaron a cabo otro estudio con el sistema Unyvero
160 ITI® unos meses antes. Los datos de sensibilidad y especificidad fueron ligeramente
superiores a los nuestros (66,7% y 100%), aunque el tamafio muestral fue
considerablemente mas pequefio, reduciéndose a mas de la mitad los pacientes incluidos
(62 muestras de 31 pacientes). No estudiaron si existia una buena correlacion entre los
mecanismos de resistencia detectados por la PCR y los detectados mediante cultivo. Igual
que en el trabajo de Borde y cols, no concluyeron que esta técnica de biologia molecular

fuera muy superior al diagndstico basado en el cultivo.

Tabla 21. Comparacion de los tres grupos de trabajo que utilizan el sistema
Unyvero i60 ITI® para diagndstico de IP.

Prieto y cols Borde y cols Hischebeth y cols
Liquido de sonicacion

Liquido de sonicacion de

P Tejido periprotésico de la prétesis y liquido
Muestra la prétesis jido perip i p _ isy liqui
articular
Tamarfo
88 muestras de 68 pac. 79 muestras de 28 pac. 62 muestras de 31 pac.
muestral
Sensibilidad 60,5% <50% 66,7%
Especificidad 98% 95,2% 100%
Mecanismos Buena correlacion con los Correlacion no
. . . Datos no concluyentes .
de resistencia datos del cultivo estudiada

136



Discusion
Encontramos 7 casos de pacientes con criterios de infeccion clinica en los que la técnica
de biologia molecular fue negativa pero alguno de los cultivos positivos (considerados
falsos negativos de la PCR). Pero uno de ellos fue debido a S. marcescens,
microorganismo no incluido en el kit, y el otro a S. epidermidis en un recuento muy bajo

por lo que se consider6 un contaminante y no el agente etioldgico de la infeccion. Por

tanto, asumimos que la técnica de biologia molecular cont6 con 5 falsos negativos.

Resumiendo, la sensibilidad de la PCR fue menor que la del cultivo cuantitativo del
liguido de sonicacion de la prétesis articular, pero mayor a la del cultivo del tejido
periprotésico y cultivo del liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y no se
encontraron relaciones estadisticamente significativas cuando se comparé la sensibilidad
de la PCR con la de los otros tres cultivos. Asi que tal y como apoyan los otros grupos de
trabajo que han ensayado con Unyvero i60 ITI®,[136, 137] esta técnica de biologia
molecular no es superior a los cultivos en términos de sensibilidad, por lo que el cultivo

de las distintas muestras sigue siendo necesario para el diagnostico de IP.

Por el contrario, la tasa de falsos positivos fue muy baja (E=98% y VPP=95,8%). Lo cual
demuestra que practicamente todos los resultados positivos se correspondieron con

pacientes con IP.

Teniendo en cuenta estos datos, esta prueba estaria especialmente indicada en aquellos
casos de pacientes con una altisima sospecha de infeccién clinica en los que se quiere
obtener un resultado rapido que comprometa la decision terapéutica del equipo médico
encargado de estos pacientes, y que hayan recibido tratamiento antibiotico previo o haya
sospecha de multi-resistencia, siempre que el resultado sea positivo. Sin embargo, un

resultado negativo no descarta una infeccion en ningun caso.
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Se han llevado a cabo estudios econdémicos que evaltian el coste-beneficio del sistema
Unyvero i60 ITI®. Aunque ain no se han publicado, si se han comunicado a los
congresos internacionales ECCMID[138] (European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases) e ISPOR[139] (International Society for Pharmacoeconomics
and Outcomes Research). Dichos estudios demuestran que en los casos en los que haya
una alta sospecha de IP, es muy rentable economicamente llevar a cabo la PCR ya que se
reduce el coste por paciente de manera significativa al poder realizar un diagndstico

rapido y dirigir el tratamiento antibiotico, por lo que la estancia hospitalaria disminuye.

Sin embargo, los principales inconvenientes que esta técnica presenta son, por un lado, la
baja sensibilidad obtenida, lo cual significa que un resultado negativo no es concluyente
para asegurar que el paciente no tiene IP, asi como el hecho de que algunos mecanismos
de resistencia y algunos microorganismos como S. marcescens, no estén incluidos en el
Kit. Y ademas son necesarios mas estudios para evaluar la utilidad de esta PCR para el
diagnostico de IP en la rutina clinica utilizando otras muestras clinicas, especialmente

liquido sinovial y tejido periprotésico.
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8.3 Estudio prospectivo de evaluacion del cultivo cuantitativo del
liquido de sonicacién de drenajes abdominales para el diagndéstico

de infeccidn del sitio quirudrgico

En la actualidad, los tubos de drenaje se siguen empleando tras una cirugia abdominal
para evitar la acumulacion de liquido a ese nivel, a pesar de la controversia que existe
acerca de si su uso conlleva méas perjuicios que beneficios, especialmente, riesgo de

infeccion del sitio quirdrgico[18, 20, 21, 25].

La sonicacién de los tubos de drenaje y posterior cultivo tiene utilidad clinica. Por un
lado, el cultivo cuantitativo llevado a cabo, se correlacion6é de manera significativa con el
valor del parametro analitico de la Proteina C Reactiva. De tal forma que valores
elevados de UFC/cm? se correspondieron con valores elevados de la Proteina C Reactiva.
Si bien es cierto que este es un RFA considerado como un indicador de inflamacion y no
de infeccion necesariamente, recuentos elevados de UCF/mL, podrian asociarse con

infeccion del sitio quirdrgico.

Por otro lado, se establecié una correlacion entre datos microbiolégicos y datos clinicos,
en concreto, cuando el microorganismo aislado tras cultivo fue uno de los considerados
patogenos potenciales. A pesar de que hemos encontrado que la toma de antimicrobianos
previa a la retirada del dispositivo evito el aislamiento de patdgenos en el cultivo, la
presencia de estos se relacioné con criterios clinicos de infeccidon, complicaciones

clinicas, y mayor recuento de leucocitos.

Por tanto, debido a que el aislamiento de patogenos es el parametro microbioldgico que
se correlaciona con infeccion del sitio quirargico, podriamos considerar el recuento de
1.500 UFC/mL (que es el recuento minimo en el que se aislé un patdgeno), como el

punto de corte que indica infeccion del sitio quirurgico, al igual que recuentos superiores
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a 10° UCF/mL se correlacionan con infeccién urinaria,[140] o recuentos superiores a 15
UFC por placa segun el cultivo semicuantitativo de la punta del catéter por la técnica de
Maki, se correlaciona con datos sugestivos de bacteriemia asociada al uso de catéteres
intravasculares[141]. Por tanto, nuestra recomendacion es que, durante la préactica clinica,
cuando se aisle un patégeno potencial en un recuento superior a 1.500 UFC/mL hay que
tratarlo con el farmaco méas adecuado segun el estudio de sensibilidad antimicrobiana,
incluso en pacientes que no presenten datos clinicos de infeccién, pero si factores de

riesgo, para evitar las complicaciones.

Ademas el aspecto seroso del punto de insercion del drenaje y su utilizacion durante 3
dias 0 mas, se relacionaron significativamente con el aislamiento de un patogeno, y en el
caso de su uso durante 3 dias 0 mas, con criterios clinicos de infeccion de manera directa.
Por tanto, concluimos que el drenaje ha de ser retirado tan pronto como el aspecto del
punto de insercién se torne seroso y que su uso debe estar limitado a 3 dias, debiendo ser
recambiado tras este periodo de tiempo, si sigue siendo necesario su uso. Estos datos
concuerdan con las conclusiones establecidas por otros grupos de trabajo, los cuales
coinciden en que la retirada temprana del tubo de drenaje[142], en particular antes del

cuarto[143] o décimo[144] dia, evita el desarrollo de infeccién del sitio quirtrgico.

Cuando se aislaron en el cultivo microorganismos de la microbiota cutanea, no se
encontrd ninguna asociacion clinico-microbioldgica. Chisena y cols llegaron a la misma
conclusién a través de un trabajo que llevaron a cabo sonicando la punta del drenaje.
Establecieron que S. epidermidis era el principal microorganismo aislado de estos
implantes, pero ninguno de los pacientes presentd criterios de infeccion clinica[145].
Teniendo en cuenta que los tubos de drenaje estdn en continuo contacto con los
microorganismos que forman parte de la microbiota cutanea, cabe esperar que

encontremos dichos microbios tras cultivar el liquido obtenido tras sonicacién del

140



Discusion

implante. Es decir, que estos microbios, ya de por si poco virulentos, se encuentran

colonizando los tubos de drenaje, pero no infectando.

También concluimos que los pacientes con dos tubos de drenaje 0 mas no presentaron
peor evolucion que aquellos que tienen sélo uno, al igual que establecieron Shrikhande y
cols[146]. Sin embargo, en nuestro trabajo, la proporcion de ambos grupos no fue
equitativa, ya que sélo un 22,9% de los pacientes tenian dos o mas tubos de drenajes,
frente al 77,1% que tenia s6lo uno, con lo cual esta asociacion deberia ser estudiada

nuevamente en un grupo poblacional mas grande.

Es bien conocido que la composicion quimica del material influye en la mayor o menor
adherencia de los microorganismos al dispositivo, y por tanto, en la mayor o menor
liberacion de los mismos cuando el dispositivo es sonicado[73]. Por tanto la composicion
del tubo de drenaje podria influir en la adherencia bacteriana de determinados
microorganismos sobre su superficie y por tanto, en la mayor o menor tasa de infeccién
del sitio quirtrgico. Sin embargo, una vez mas la proporcion de los distintos tipos de
tubos de drenaje no fue equitativa, ya que sélo un 8,6% eran de polivinilo y un 91,4% de
silicona, y probablemente este fue el motivo de que no encontraramos ninguna relacion
estadisticamente significativa entre el tipo de material y la presencia de criterios de

infeccion del sitio quirdrgico, ni con el aislamiento de patdgenos en el cultivo.

Por tanto, el tamafio muestral fue una de las principales limitaciones de este estudio. Seria
interesante en un futuro, ampliar el grupo poblacional para corroborar nuestras
conclusiones, y comparar el cultivo cuantitativo del tubo de drenaje tras sonicacion, con
otras técnicas diagndsticas microbioldgicas, como hemocultivos o cultivo de la herida

quirdrgica.
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El tiempo 6ptimo de exposicidn a ultrasonidos de baja frecuencia debe alcanzar
los cinco minutos para recuperar la mayor cantidad de bacterias viables que
forman parte de un biofilm.

Se deben de considerar variables como la “edad” del biofilm asi como sus
caracteristicas monodérmicas o didérmicas para valorar diferentes tiempos de
sonicacion.

En infeccidn protésica crénica el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacién de
la protesis articular tiene una mayor sensibilidad que el cultivo del liquido
articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico.

En infeccion protésica aguda el cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la
prétesis articular no ofrece ninguna ventaja en cuanto a parametros estadisticos
(especialmente sensibilidad) con respecto al cultivo del liquido articular inoculado
en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido periprotésico.

El cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular llevado a
cabo junto con el diagndstico convencional de infeccion protésica (cultivo del
liquido articular inoculado en frasco de hemocultivos y cultivo del tejido
periprotésico) aumenta significativamente el nimero de pacientes diagnosticados
en infeccion croénica, por lo que seria recomendable llevar a cabo los tres tipos de
cultivo para el diagnostico de infeccidn protésica.

El cultivo cuantitativo del liquido de sonicacion del espaciador es util para
predecir la evolucion de los pacientes con infeccion asociada al uso de estos
dispositivos, ya que la positividad del cultivo, el recuento elevado y el aislamiento
de un microorganismo diferente al detectado en muestras de la primera cirugia, se

relacionan significativamente con mala evolucion.
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Recuentos elevados y el aislamiento en el cultivo cuantitativo del liquido de
sonicacion del espaciador de un microorganismo diferente al detectado en
muestras de la primera cirugia, se relacionan estadisticamente con infeccién. Por
tanto, estos parametros son Utiles para el diagnostico de infeccion asociada al uso
de espaciadores.

El cultivo cuantitativo del liquido de sonicacidn del espaciador llevado a cabo
junto con el cultivo del tejido periprotésico aumenta el numero de pacientes
diagnosticados de infeccion asociada al uso de espaciadores.

PCR Unyvero i60 ITI® ofrece buenos datos de especificidad y valor predictivo
positivo por lo que debe utilizarse en la practica clinica en casos donde exista una
alta sospecha de infeccion protésica para confirmar la infeccion de manera
sencilla y en cuestién de horas. Ademas esto permite disminuir la estancia
hospitalaria y dirigir el tratamiento antimicrobiano, reduciéndose el coste por
paciente.

PCR Unyvero i60 ITI® no ofrece clara mejoria con respecto al cultivo
cuantitativo del liquido de sonicacion de la protesis articular, por lo que este debe
seguir llevandose a cabo para el diagnéstico de infeccion protésica.

Un resultado negativo de PCR Unyvero i60 ITI® no permite nunca descartar una
infeccion protésica.

Recuentos superiores a 1.500 UFC/mL de microorganismos considerados
“patogenos potenciales” en el cultivo cuantitativo de los tubos de drenaje
sonicados, se relaciona con criterios clinicos de infeccion, complicaciones clinicas
y peor evolucién del paciente. Incluso aunque el paciente no presente datos de
infeccion, si presenta factores de riesgo y se aisla un patdgeno en el cultivo, hay

que tratarlo con antimicrobianos para evitar la aparicion de complicaciones.
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13. La duracion del uso de los tubos de drenaje es un factor independiente para el
desarrollo de infeccion del sitio quirdrgico. Para evitarla, los dispositivos deben
ser retirados tan pronto como sea posible y en especial, en cuanto el aspecto del
punto de insercidn se torne seroso estando su uso limitado a 3 dias. Si pasado este

tiempo sigue siendo necesario su uso, el dispositivo ha de recambiarse.
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