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RESUMEN: Objetivo: El objetivo de este trabajo es
valorar distintos modelos de osteomielitis cronica utili-
zando una cepa de Staphylococcus aureus productora
de slime (SP) para establecer cual de ellos resulta mas
efectivo en el establecimiento de la infeccion, asi como
determinar el papel que desempeia el biofilm y la sus-
pension bacteriana en el éxito de la infeccion.

Diseiio experimental: Un total de 32 animales fue utili-
zado para un estudio comparativo de modelos de osteo-
mielitis crénica en rata basada en una cepa SP de S. au-
reus, tanto para formar biofilms de 12 h sobre los implan-
tes de acero inoxidable, que se colocaban precolonizados
en los animales el dia de la intervencion, como para pre-
parar las suspensiones bacterianas que se inoculaban.

Resultados: Ninguno de los modelos presenté septi-
cemia transcurridos 63 dias a partir de la intervencion
quirdrgica. Sélo con el modelo que utiliza exclusiva-
mente un implante colonizado se alcanzé un 100% de
infeccion en hueso e implante; en el modelo que incor-
poraba ademas la inoculacién de suspension bacteria-
na, también se consiguié un 100% de éxito en la infec-
cion de los implantes, pero solamente se infectaron 5 de
las 8 tibias intervenidas en este grupo. Cuando se ino-
culé una suspension de 10° ufc sélo se consiguieron in-
fectar (implante y tibia) 6 de los 8 animales, y cuando
se redujo a 105 ufc, tan sélo 2 implantes y 1 tibia.

Conclusiones: El modelo que implica la utilizacion ex-
clusiva de un implante precolonizado con S. aureus SP ha
demostrado la mayor eficacia para reproducir la infeccion.
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ABSTRACT: Objective: The aim of this study was to
evaluate various models of chronic osteomyelitis using
a slime-producing (SP) Staphylococcus aureus strain in
order to determine the most efficient model for esta-
blishing infection. The contribution of each infection
component (biofilm and bacterial suspension) to the
success of experimental infection also was evaluated.

Experimental design: A comparative study was ma-
de of four chronic osteomyelitis models in a total of 32
rats. A highly adherent SP S. aureus strain was used
either to produce 12-h biofilms on stainless-steel im-
plants (which were implanted in animals after precolo-
nization) or to prepare bacterial suspensions that were
inoculated at the time of surgery.

Results: None of the animals presented septicemia
63 days after surgery. A 100% infection rate of the bo-
ne and implant was achieved with the model using only
colonized implants without bacterial suspension, as
well as in the model to which bacterial suspension was
added. In the latter model, all implants became infec-
ted, but only 5 of the 8 tibiae intervened in this group
became infected. However, in the two models in which
a sterile implant was implanted, the infection rate was
lower. Six of the 8 animals achieved implant and tibia
infection when the inoculated suspension contained 10°
cfu. Only 2 implants and 1 tibia became infected in the
model involving a suspension of 10° cfu.

Conclusion: The model of an implant colonized only
with SP S. aureus was the most effective in producing
infection.

KEY WORDS: Staphylococcus aureus. Experimental oste-
omyelitis. Biofilm. Bacterial suspension.

Introduccion

Tanto en Traumatologia como en Cirugia ortopé-
dica y cardiovascular, la infeccidon cobra una gran
importancia por su frecuencia de aparicién y la gra-
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vedad de sus consecuencias.”'*** Una infeccién del
biomaterial implantado conlleva un aumento de la
morbilidad, coste econémico y mortalidad e impide
la osteosintesis.”!” Las tasas de infeccion en este
campo no han disminuido significativamente en las
ultimas décadas, a pesar del uso de diferentes pautas
de profilaxis antibidticas, y de las variaciones en la
técnica quirudrgica, en los quiréfanos y en las formas
de fijacion de los implantes. !

Los microorganismos mds frecuentes en cirugia
son Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epider-
midis."” La capacidad que poseen ambas especies pa-
ra producir «slime», componente que constituye la
matriz de los «biofilms» bacterianos que se adhieren
a la superficie de los implantes y protege a las bacte-
rias de la accion de los antibidticos y de los macréfa-
gos, pueden generar una infeccién dificil de erradicar
de la zona infectada y tejidos adyacentes.!1>18.23

Durante afios se ha buscado un modelo experi-
mental que simule la osteomielitis humana que se ha
reproducido con éxito en conejos>*'?+3 y en ratas.??
mediante inoculacién sistémica de suspensiones bac-
terianas o de la bacteria en el implante. Ademads, se
considera de interés el desarrollo de un modelo expe-
rimental con cepas formadoras de biofilm que repro-
duzca los problemas derivados de la colonizacién del
implante y el dificil acceso de los antibidticos. La
produccion de slime, ademds de aumentar la adhe-
rencia bacteriana al implante,'>?° puede hacer poco
fiable el cédlculo de la concentracién minima inhibi-
toria realizada en tests in vitro con bacterias en sus-
pension?’ del antibiético para el tratamiento de la in-
feccion.!”” Los modelos de biofilms realizados exclu-
sivamente in vitro pueden proporcionar una
informacién incompleta, no siempre extrapolable a la
situacion in vivo, teniendo en cuenta que en esta si-
tuacion los cambios producidos en la zona infectada,
tanto para la bacteria como para el huésped, pueden
afectar al tamafio y la densidad bacteriana y matricial
de los biofilms, conducir a una restriccion nutricio-
nal en el lugar de la infeccién® o alterar la actividad
inmunolégica frente a las bacterias.!®3!
Desafortunadamente, los anticuerpos que pueden
formarse frente a las bacterias SP no son capaces de
eliminar las bacterias adheridas® y son numerosos los
factores propios del paciente que influyen en el desa-
rrollo de la infeccidén quirdrgica, déficits inmunoldgi-
cos, diabetes, desnutricion, obesidad, infecciones
concomitantes, etc.'”?® Finalmente, cobran asimismo
gran importancia las caracteristicas del microorga-
nismo infectante.

Por todo ello, consideramos necesario desarrollar
un modelo experimental in vivo de osteomielitis aso-
ciada a implante metédlico producida por S. aureus
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SP, como modelo mas cercano a la realidad clinica.
El objetivo de este trabajo es evaluar distintos mode-
los animales para reproducir osteomielitis crénica, y
determinar cudl de ellos muestra una mayor fiabili-
dad en conseguir dicha infeccién usando una cepa de
S. aureus productora de slime.

Material y Método

Como microorganismos para producir la infec-
cion bacteriana se utilizé la variante SP, cepa 9213,
de S. aureus con gran capacidad adherente, obtenida
a partir de la cepa original NSP, de morfologia lisa y
brillante en agar rojo Congo (ARC), mediante el pro-
cedimiento descrito previamente.* La cepa adherente
fue seleccionada a partir de un crecimiento en caldo
de tripticasa soja (TSB, Difco, Detroit), suplementa-
da con el 2% de glucosa y con 4 mg/ml de micro-bo-
litas de gelatina de 150-210 mm de didmetro
(Microcarrier Beads, Sigma, St. Louis) que sirvieron
de superficie favorecedora de la adherencia. Tras su-
cesivos pases en este medio (renovando el medio ca-
da 12 h) y conservando las bolitas con las bacterias
adheridas, se observo que dichas bacterias formaban
colonias con una morfologia rugosa en ARC, corres-
pondiente a las variantes SP. Para verificar que la ce-
pa recuperada de los implantes y tibias en el modelo
animal al final del experimento, era la misma que se
introdujo en el animal en el dia de la intervencidn, se
llevé a cabo su identificacion genética mediante ri-
botipia y PFGE.

Preparacion de la suspension bacteriana, desa-
rrollo de biofilms sobre los implantes y cuantifica-
cion bacteriana en ellos. Para la inoculacién de las
suspensiones bacterianas en el momento de la infec-
cion, las bacterias se obtuvieron tras un crecimiento
de 24 h en TSB, y fueron resuspendidas en PBS a
10%, 10° y 107 ufc/ml, segtin el modelo animal utiliza-
do. Cada rata recibi6 0,1 ml de suspension; es decir,
aproximadamente 104, 10° o 10° ufc, respectiva-
mente.

El material implantado en el animal consistié en
agujas de acero de 18G (Abbocat®) seccionadas en
piezas de 1,5 cm. Todas las piezas a implantar estéri-
les en autoclave y se conservaron en tubos precinta-
dos, a 4 °C, hasta el momento de la operacién en
condiciones estériles. Los implantes sobre los que se
desarrollaron biofilms, una vez esterilizados en auto-
clave, se introdujeron en tubos que contenian 2 ml de
un cultivo bacteriano estacionario (de 24 h), incuban-
dose a 37 °C durante 12 h. Los implantes quedaron
asi colonizados por un biofilm bacteriano y se recu-
peraron con pinzas en condiciones de esterilidad; tras
3 lavados con PBS para descartar las bacterias que
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quedaban libres, también se almacenaron a 4 °C has-
ta el momento de la intervencidén quirdrgica.
Previamente a la implantacion, se estimé el niimero
de bacterias que formaban el biofilm en piezas con-
trol. Para el recuento en la serie control, los implan-
tes ya lavados, se resuspendieron en 2 ml de PBS.
Tras 30 min de sonicacién a 40 Hz y 22-24 °C, para
desintegrar los agregados formados en el biofilm y
desprender las bacterias adheridas de las cdnulas, se
realizo el recuento en placas de TSA y por el método
de ATP-bioluminiscencia.! Ambos métodos conduje-
ron a resultados similares. Cada implante contenia
una media de 6,15 + 0,12 log,, ufc en el momento de
la intervencion.

Animales. Se utilizaron 32 ratas macho, raza
Wistar, con una media de peso de 375 g, en 4 grupos
distintos (tabla 1):

— Grupo con implante colonizado. Recibié sola-
mente el implante colonizado con un biofilm bacte-
riano de 12 h en el momento de la operacion.

— Grupo con implante colonizado y una suspen-
sién bacteriana de 10*ufc.

— Grupo con implante estéril y una suspension
bacteriana de 10° ufc.

— Grupo con implante estéril y una suspensién
bacteriana de 10° ufc.

Los implantes, colonizados o estériles, se im-
plantaron en la tibia y, en los modelos correspon-
dientes, también se inoculd una suspension bacteria-
na, cuya concentracion variaba segtin el grupo. Se
permitio el desarrollo de una infeccidn crénica (63
dias). Los animales fueron examinados individual y
diariamente a lo largo del periodo experimental (fie-
bre y signos de inflamacién o dolor).

Antes de sacrificar los animales se anestesiaron
con una inyeccidn intramuscular de 50% Ketamina
(Ketolar®), 40% diazepan (Valium®) y 10% atropina’
extrayendo la sangre por puncidn cardiaca. El sacrifi-

cio se efectud con una inyeccidn intracardiaca de
cloruro potédsico. Una vez muerto el animal se reco-
gieron muestras de tejidos para la cuantificacién bac-
teriana.

Procedimiento quirirgico. Los animales fueron
anestesiados como se ha descrito previamente.
Después de afeitar y desinfectar la piel de la zona
quirurgica circundante a la rétula, se realizé una inci-
sion, atravesando longitudinalmente el ligamento ro-
tuliano desde la fascia articular (con la ayuda de un
bisturi). Se freso la tibia con una aguja de 16G (1,2 X
40) desde el area proximal hasta la distal, se introdu-
jo el implante metdlico (colonizado o estéril) en la
cavidad resultante, y se procedi6 a la inoculacién de
la suspension bacteriana correspondiente. La sutura
se realizo con grapas y la piel se desinfectd con poli-
vidona yodada.

Deteccion de la infeccion y tratamiento de mues-
tras. La cronicidad se confirmé al final de la expe-
riencia por rayos-x y andlisis bacteriolégico e histo-
l6gico (en secciones de tejidos de 4 um de grosor,
usando la tincién Gram). Para los estudios histologi-
cos, antes de la tincion, las muestras se pegaron y de-
calcificaron en EDTA-PVP (durante 26 dias); des-
pués de lavar para eliminar la solucién decalcificado-
ra, las muestras se deshidrataron consecutivamente
en alcohol a distintas concentraciones (70-80-96-
100-100%), xilol y se incluyeron en parafina.

Para el andlisis bacterioldgico realizado al final
del periodo experimental (9 semanas tras la infec-
cioén), se extrajeron las tibias que contenian los im-
plantes, las tibias contralaterales como control para
determinar si la infeccion llegaba por via sistémica a
esta pata, higado, bazo y sangre (en EDTA). Los im-
plantes recuperados se introdujeron en tubos con 2
ml de PBS estéril.

Las bacterias presentes se cuantificaron por re-
cuento en placa y ATP-bioluminiscencia' tras una so-

Tabla 1. Desarrollo de osteomielitis crénica producida por implantes colonizados con biofilms y/o suspensiones bacterianas de
Staphylococcus aureus: Comparacion de 4 modelos experimentales en ratas

Log,, ufc introducidas
para iniciar
la infeccién

Modelo experimental
(N = 8/modelo)

Resultados a los 63 dias

Tibias
infectadas (%)

Implantes
infectados (%)?

Implante colonizado 6,15x0.12
Implante colonizado 6,15x0.12

y suspension bacteriana 4
Implante estéril 0

y suspension bacteriana 5
Implante estéril 0

y suspension bacteriana 6

8 (100) 8 (100)

8 (100) 5 (62)*

2 (25)%* 1 (12)%:*
6 (75) 6 (75)

“Probabilidad de que este porcentaje difiera de 100%, segun el andlisis estadistico t Student. * p = 0,08; ** p = 0,004; *** p = 0,002.
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nicacién de 30 min a 40 Hz y 22-24 °C (en un bafio
sonicador; P-Selecta, Barcelona). La cuantificacion
bacteriana en la sangre y visceras, diluidas en 10 ml
de PBS y homogeneizadas con un Stomacher®, se re-
alizé por recuento en placa tras las diluciones perti-
nentes en PBS estéril.

Andlisis estadistico. Se aplicé un andlisis estadis-
tico ¢ de Student para comparar los porcentajes de in-
feccion alcanzados en cada modelo animal, conside-
rando independientemente el lugar de infeccion (ti-
bia e implante) al final del periodo experimental.

Resultados

Al final del periodo experimental, no se detectd
septicemia en ninguno de los modelos experimenta-
les, puesto que el higado, el bazo, la sangre y la tibia
no intervenida resultaron estériles en todos los ani-
males. Las bacterias recuperadas de hueso e implan-
tes fueron en todos los casos S. aureus y tenian el
mismo ribotipo y morfologia colonial (SP) que la ce-
pa inoculada, descartdndose la presencia de bacterias
contaminantes.

El desarrollo de infeccion en cada modelo expe-
rimental diferfa al estudiar el porcentaje de animales
en los que se lograba infectar la tibia, asi como en
los que el implante permanecia infectado. Sélo el
modelo de implante colonizado, en ausencia de sus-
pension bacteriana, fue capaz de alcanzar un 100%
de infeccién en el implante y en el hueso. El modelo
que incorporaba la inoculacién de 10* bacterias en
suspension ademds de implante con el biofilm, con-
siguié un 100% de infecciones de los implantes, pero
solamente se infectaron 5 de las 8§ tibias intervenidas.
Sin embargo, en los 2 modelos en los que el implante
introducido era estéril, se infectaron, 6 de los 8 ani-
males (implante y tibia) cuando la suspensién fue de
10° bacterias mientras que con una suspensién de 10°
ufc, se infectaron s6lo 2 implantes y 1 tibia.

Discusion

El andlisis comparativo de los modelos de osteo-
mielitis experimental utilizados muestran una capaci-
dad distinta para infectar en el hueso y en el implan-
te. Un implante colonizado ha sido la inica manera
capaz de provocar la infeccién en un 100% de las ti-
bias y los implantes. La utilizacién de implantes co-
lonizados con estafilococos tienen mayor probabili-
dad de reproducir la infeccién en modelos experi-
mentales.

Algunos de los componentes (plaquetas, molécu-
las del huésped y restos celulares) presentes en los

biofilms formados solamente in vivo pueden haber
sido menos abundantes en los biofilms cuyo desarro-
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llo ha sido iniciado in vitro. Sin embargo, éstos tie-
nen la ventaja de ofrecer una homogeneidad en los
biofilms formados que posteriormente servirdn de
diana para los antibidticos en los tratamientos post-
quirdrgicos. Gracias a esta homogeneidad, es posible
establecer comparaciones entre distintos antibiéticos.
Por el contrario, los modelos basados en el uso de
suspensiones bacterianas sélo pueden dar lugar a la
formacion de biofilms irregulares o afectando a dife-
rentes zonas de infeccion, lo cual dificulta el estable-
cimiento de comparaciones. Por otra parte, conside-
ramos mds apropiado el empleo de especies murinas
(rata en este caso) como animales de experimenta-
cién, ya que en éstas el sistema inmunolégico se ase-
meja al del ser humano.!'#>28

La presencia del implante en la clinica eleva sus-
tancialmente las tasas de infeccién.!”!¥2 Dentro de
los modelos experimentales desarrollados, en el de
implante asociado a una suspension bacteriana como
fuente de infeccidn, se han empleado catéteres de si-
licona intramedulares en la tibia del conejo* y tallos
metdlicos,>?>323¢ pero como se ha verificado en este
estudio, ninguno de ellos garantiza la infeccién per-
sistente. Por otro lado, los implantes precolonizados
se han empleado de manera aislada en el peritoneo,*
o bien en modelos de cirugia ortopédica asociados a
una suspension bacteriana.>!® Sin embargo, estos ul-
timos dificultan el andlisis diferencial del efecto atri-
buible al biofilm formado sobre el implante debido a
la suspension bacteriana inoculada. Concretamente,
los modelos que emplean la via sanguinea,'!'?> op-
cién con menor porcentaje de logro de osteomielitis
y mayor mortalidad, serfan comparables en la pricti-
ca a las infecciones producidas por la aparicién de
focos infecciosos en distintos puntos del organismo;
mientras que aquéllos que utilizan implante precolo-
nizado, se aproximarian a la situacién clinica de ma-
terial contaminado por defecto de esterilizaciéon o
contaminacién intraoperatoria. El modelo desarrolla-
do con mayor éxito en este trabajo, implica el uso de
implantes precolonizados en ausencia de suspension
bacteriana en el momento de la intervencion; este
modelo ha demostrado ser efectivo para la produc-
cién de biofilms sobre los implantes (100% de im-
plantes infectados al final del periodo experimental)
y para la reproduccién de la infeccion crénica (100%
de tibias infectadas), por lo que puede considerarse
un modelo fiable para el estudio de este tipo de in-
feccion.

Llama la atencién que el modelo que incorpora la
inoculacién de suspension bacteriana ademads del im-
plante con el biofilm, s6lo consiguiera la infeccion
en el 62% de las tibias intervenidas. Probablemente
se deba a la mayor capacidad de una suspension bac-
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teriana diluida (10* ufc) para estimular la respuesta
inmunoldgica del organismo. La discrepancia de es-
tos resultados con los obtenidos en un trabajo ante-
rior en el que se utilizaba una estrategia mixta equi-
valente y se lograba un 100% de infeccién,'® puede
deberse a la mayor concentracion de bacterias encon-
trada en el biofilm al inicio de la infeccién (del orden
de 108 ufc), como resultado de que su formacién se
realiz6 en TSB suplementado con glucosa, en lugar
de TSB sin suplemento. La eficacia de la utilizacién
de suspensién bacteriana dnicamente (10° ufc) se ha-
lla en este estudio disminuida respecto a la publica-
cién de Gracia y cols.'® probablemente porque se uti-
liz6 un menor nimero de animales.

Hay autores que defienden el empleo de un
agente esclerosante como elemento determinante pa-
ra conseguir una osteomielitis®*>**-3 que no se ha
mostrado necesario en nuestro modelo. Algunos en-
sayos in vitro e in vivo (cobayas) de sensibilidad a
antibidticos que implican la utilizacion de bacterias
adheridas a las superficies, emplean superficies cu-
biertas con fibronectina, favoreciendo la adhesién
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bacteriana a través de los receptores (fibronectin-
binding protein) de S. aureus.'*'? La estrategia apli-
cada en este estudio para elegir la cepa bacteriana se
basa en la utilizacién de una variante de S. aureus
SP altamente adherente, y resistente a la fagocitosis,
lo que favorece la cronicidad.'>?*2 La adhesién al
implante se debe a una interaccidn entre el biomate-
rial y la cepa. Las cepas SP demuestran una mayor
capacidad para mantenerse adheridas, segin Konig y
cols.? a la hidrofobicidad. En nuestro estudio, se ha
observado que la poblacién bacteriana SP adherida
al implante, permanece 2 meses después de la inter-
vencién coincidiendo con lo observado en otros es-
tudios.’

Un modelo experimental vdlido debe lograr re-
producir la infeccién en la mayor proporcién posible
de animales con la menor tasa de mortalidad. El mo-
delo elegido, un implante colonizado, cumple ambos
requisitos siendo una herramienta util para el estudio
de las osteomielitis generadas por S. aureus asocia-
das a la formacion de biofilms en implantes y para la
valoracion de la eficacia de distintos tratamientos.
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