WORLD UNION

UNION MUNDIAL DE SOCIEDADES DE CICATRIZACION DE HERIDAS

OF

WOUND HEALING SOCIETIES DOCUMENTO DE POS|C|ON

TRATAMIENTO
DEL BIOFILM

Papel del biofilm en el retraso
en la cicatrizacion de las heridas

Tratamiento del biofilm en la practica

Cdmo la investigacion esta mejorando
la comprension del biofilm




wWwounds

INTERNATIONAL

EDITORA
Clare Bates

DIRECTOR GENERAL
Rob Yates

FLORENCE, ITALY

WUWHS
2016

www.wuwhs.net

Como citar este documento
Unién Mundial de Sociedades
de Cicatrizacién de Heridas
(World Union of Wound Healing
Societies, WUWHS), Congreso
de Florencia, Documento de
Posicién. Tratamiento del biofilm.
Wounds International 2016

B/BRAUN

SHARING EXPERTISE
Con el apoyo de una beca de formacién de B Braun

Las opiniones expresadas en esta publicacién son las de sus autores y no necesariamente
reflejan las de B Braun

Producido por
Wounds International, una division de Omnia-Med Ltd
1.01 Cargo Works, 1-2 Hatfields, Londres, SE19PG

Reservados todos los derechos ©2016. No puede hacerse ninguna reproduccién, copia o
transmision de esta publicacién sin permiso por escrito.

No se puede reproducir, copiar o transmitir ninglin parrafo de esta publicacién, salvo
con permiso por escrito o de acuerdo con las disposiciones de la Ley de Derechos de
autor, Disefios y Patentes de 1988 o bajo los términos de cualquier licencia que permita
una copia limitada emitida por la Agencia de Licencias de Derechos de autor (Copyright
Licensing Agency), 90 Tottenham Court Road, Londres, W1P OLP



HERIDAS DE DIFICIL CICATRIZACION |

a resistencia antimicrobiana y la multirresistencia se asocian en gran medida
al panorama sanitario mundial, en especial, en el tratamiento de las heridas
crénicas de dificil cicatrizacion, donde las cifras actuales sitlan la presencia
de biofilms entre el 60 % y el 100 % de las heridas no cicatrizadas. Si bien
el conocimiento del papel que desempefian los biofilms en la cronicidad
de las heridas todavia se encuentra en sus primeras fases, se empieza a aceptar
ampliamente que las heridas de dificil cicatrizacidon contienen biofilms y que, de
alglin modo, su presencia retrasa o impide la cicatrizacion.

El tratamiento de los biofilms en las heridas crénicas se esta convirtiendo rdpidamente

en un objetivo principal del tratamiento de las heridas. Sin embargo, el tratamiento de

los biofilms es una tarea de una complejidad innegable. Mas alla de los pasos basicos de

la prevencidn inicial (uso de farmacos para evitar la formacién de biofilms), eliminacién
(desbridamiento, eliminacién de esfécelos) y prevencién de nueva formacién (uso

de antimicrobianos), existe un gran nimero de parametros del pacientes, asi como
ambientales y clinicos que se deben considerar cuando se identifica una solucién a medida.

La deteccidn y la localizacion de los biofilms en heridas crénicas proporciona informacién
clinica util que ayuda a evaluar y dirigir la eficacia del desbridamiento. Sin embargo,

se mantienen deficiencias en la base del conocimiento respecto a la detecciény la
localizacién del biofilm. Si bien las directrices existentes (por ejemplo, ESCMID 2015)
ofrecen orientacién en el diagndstico y tratamiento de la infeccién del biofilm, hay
preguntas que siguen sin respuesta, incluida la posible existencia de signos visuales que
podrian ser Utiles para decidir si se toma o no una biopsia.

A medida que va ganando importancia el debate acerca de si los biofilms se pueden
ver a simple vista y se descubren nuevas técnicas (por ejemplo, el ‘'mapa del biofilm en
la herida’ de Nagakami'y colaboradores), sigue siendo muy necesario disponer de un
detector de biofilms en forma de 'anélisis diagndstico inmediato’ que pueda detectar la
presencia de biofilms en minutos, no en horas o dias.

Si bien se han hecho progresos significativos en la prevencion, deteccién y tratamiento de
los biofilms, se necesita mas investigacién para reducir su impacto en los pacientes y en
los sistemas de salud por igual.

En este Documento de Posicidn, los principales médicos examinan el papel que
desempenfia el biofilm en el retraso de la cicatrizacion de las heridas, el tratamiento del
biofilm en la practica y cdmo la investigacion (la actual y la futura) proporcionara un
mayor conocimiento de estas comunidades bacterianas.
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as bacterias se suelen ver como células independientes que se multiplican
rapidamente cuando se encuentran en crecimiento exponencial y son susceptibles a
los antibidticos si no presentan resistencia intrinseca. La resistencia antimicrobiana
y la resistencia a multiples farmacos son un problema creciente en todo el mundo,
asi como un tema candente sujeto a un intenso debate. La mayoria de los médicos
implicados en el tratamiento de las heridas utilizaran los patrones de susceptibilidad
que reciben del laboratorio de microbiologia clinica como guia para determinar qué
antibidticos necesita el paciente. Estas decisiones suelen recibir la ayuda de las directrices
internacionales de consenso, que son suficientes al tratar las infecciones agudast#34., Sin
embargo, en casos de infeccidn crénica, como las que vemos en los dispositivos médicos
implantables, infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica (FQ) y en heridas
crénicas no cicatrizantes, estas directrices pueden no ser adecuadas. (A qué se debe esto?
¢Cémo podemos explicar la rapida resolucion de los sintomas de la infeccidn utilizando
antimicrobianos en pacientes con heridas agudas en comparacién con la respuesta letargica,
o la ausencia de la misma, que se suele observar en las heridas crénicas no cicatrizantes?

La respuesta es complicada y, al mismo tiempo, sencilla (Cuadro 1, pagina 7). Las bacterias
pueden existir en al menos dos formas de crecimiento fenotipicamente diferentes: la
primera, es en forma de células independientes y de crecimiento répido, es decir, la forma
plancténica; la segunda es en forma de comunidades agregadas de células de crecimiento
lento en forma de biofilm. Toda la microbiologia clésica y el desarrollo de los antimicrobianos
se ha basado Unicamente en paradigmas planctdnicos, mediante métodos desarrollados a
principios del siglo XIX. Es considerablemente mas facil hacer crecer bacterias utilizando
estos métodos, mediante cultivos en agitacion o untandolas en una placa de agar, y es
como se cree que se presentan las bacterias durante las infecciones agudas. Estos métodos
siguen estando ampliamente aceptados como métodos de referencia para representar los
patdégenos de las infecciones agudas.

Sin embargo, la imagen de las infecciones crénicas es complemente opuesta. En este caso,
una cantidad importante de las bacterias reside en biofilms, donde se encuentran rodeadas
por una matriz densa de polisacéridos, ADN libre (ADNe) procedente de las bacterias y

del hospedador, y proteinas que se unen firmemente a la comunidad y a las estructuras del
biofilm, protegiéndolas de ser engullidas y destruidas por neutréfilos y macréfagos. Ademas,
muchas de las bacterias no se encuentran en division ni presentan un metabolismo rapido, lo
que hace que se vuelvan tolerantes. Practicamente todos los antibidticos destruyen solamente
las bacterias metabdlicamente activas al inhibir enzimas bacterianas criticas. Es importante
darse cuenta de que la mayoria de las heridas crénicas infectadas albergan diferentes especies
bacterianas que hacen necesarios diferentes tratamientos, como los antibidticos>®”., Sin
embargo, las diferentes especies no se encuentran necesariamente en el biofilm sino dispersas
en pequefas islas en las que solamente se encuentra una sola especiel®21°),

En este estudio exploraremos las implicaciones de los biofilms en las heridas humanas
crénicas y no cicatrizantes, presentando pruebas o hipdtesis acerca de cdmo los biofilms
retrasan la cicatrizacidon de las heridas. También abordaremos el enigma clinico de cémo
diagnosticar el biofilm dentro de las heridas y los mejores métodos para su tratamiento.

Los biofilms se suelen definir de acuerdo con observaciones in vitro. Las definiciones
clasicas suelen describir los biofilms como bacterias ancladas a superficies, encapsuladas
en una matriz extracelular producida por las propias bacterias y tolerante a agentes
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antimicrobianos (esto incluye los antibidticos y los antimicrobianos). Ademas, el desarrollo
del biofilm suele describirse como un escenario de entre tres y cinco etapas, empezando con
células individuales que se adhieren a una superficie, maduracion del biofilmy, por ultimo,
dispersion de las bacterias a partir del biofilmt™2%3], | as observaciones in vitro basadas

en modelos celulares de flujo utilizando superficies de vidrio y medios de cultivo frescos
oxigenados que fluyen continuamente sobre las bacterias difieren enormemente cuando

se comparan con las condiciones presentes en las infecciones de heridas crénicas™. Aqui,
las bacterias no se ven expuestas a un flujo continuo de medio fresco y no se encuentran
adheridas a una superficie de vidrio (de hecho, no se encuentran adheridas a ninguna
superficie)®°l, Los biofilms de heridas crénicas in vivo suelen estar encapsulados en una
matriz, que incluye material del hospedador, haciendo que la dispersidon sea problematica.

Por tanto, el uso de observaciones in vitro para definir, diagnosticar y tratar los biofilms en
infecciones crénicas puede proporcionar una impresién equivocada™. No obstante, existen
puntos en comun entre las pruebas in vitro e in vivo que pueden ayudar a proporcionar una
definicién de biofilm. Estos incluyen:

Agregados de bacterias.

Algun tipo de matriz no formada estrictamente por materiales producidos por las propias

bacterias, ya que también pueden estar originados por el hospedador.

Tolerancia y proteccidn extremas frente a la mayoria de los antimicrobianos y frente a las

defensas del hospedador.

Sugerimos seguir esta definicion simplificada para definir los biofilms en las infecciones
cronicas: agregado de bacterias tolerante al tratamiento y a las defensas del hospedador.

Todas las bacterias planctdnicas son células individuales que suelen presentar un crecimiento
rapido y que rara vez se suelen observar directamente en infecciones, excepto en trastornos
graves como la septicemiat™. No obstante, suponemos que durante las infecciones agudas
las bacterias son del fenotipo plancténico, ya que son susceptibles a los antimicrobianos con
tratamientos focalizados que causan una resolucion repentina de los sintomas.

Las pruebas in vivo han sugerido que los fenotipos del biofilm difieren notablemente tanto

en su fisiologia como en su actividad en comparacion con las células plancténicas. Las
bacterias se encuentran agregadas y son dificiles, si no imposibles, de tratar eludiendo

de alglin modo las defensas del hospedador®, A menudo, las bacterias se encuentran
embebidas en una matriz que puede estar producida por las bacterias o tener su origen en el
hospedador. La composicién exacta de la sustancia polimérica extracelular (SPE) varia segin
los microorganismos que se encuentran presentes, pero suele comprender polisacaridos,
proteinas, glucolipidos y ADN extracelular (ADNe)!™e 17781,

Estudios de microelectrodos han identificado regiones andxicas en el biofilm, dando lugar
a una baja actividad metabdlica bacterianal’™?%21, Esto contribuye en parte a la resistencia
inherente de los biofilms a los tratamientos con antibiéticos.

Menos de 10 estudios han visualizado biofilms en heridas crénicas no cicatrizantes
utilizando enfoques aceptados de microscopia con o sin anélisis moleculart® 21921241 Estos
estudios han identificado la presencia de biofilms en entre el 60 % y el 100 % de las
muestras. A la luz de la heterogeneidad y de la distribucién espacial de los biofilms en las
heridas crénicas, la incapacidad de las técnicas de muestreo para capturar el biofilm alojado
en el tejido podria impedir ver una prevalencia "real" mas cercana al 100 %!71°!,

Hemos abordado estas cuestiones a la inversa, el motivo por el cual lo hemos hecho se hara
evidente. Los métodos aceptados en la actualidad para visualizar los biofilms procedentes de
muestras de tejido se han limitado principalmente al uso, por parte de los investigadores, de
potentes microscopios (microscopia electrénica de barrido [scanning electron microscopy,
SEM], microscopia confocal laser de barrido [confocal laser scanning microscopy, CLSM]

de manera individual o en combinacidn con técnicas moleculares de secuenciacién del

ADN que utilizan sondas fluorescentes para determinar la presencia o ausencia de las
bacterias, asi como su localizacién. Incluso estos enfoques tienen limitaciones, en concreto,
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Imagen 1: Biopsia tisular de una
llcera de pie diabético crénicay

no cicatrizante, complicada por

un biofilm y vista al microscopio
electrdnico de barrido. Se pueden
observar los agregados de células
microbianas con la produccién de
sustancia polimérica extracelular
(SPE) que parece una malla o una tela
de arafia.

Imagen 2: Vista mediante
microscopia electrénica de barrido
de una Ulcera de pie diabético

con biofilm. Los microorganismos
cocoides estan rodeados por SPE que
parece una red mallada.

la distribucion homogénea de las bacterias en una herida. Esto hace que la eleccién del
muestreo de la herida sea compleja. Una biopsia tisular es una prueba de referencia pero
solamente recogera bacterias de una zona pequefia, incrementando de manera significativa
las posibilidades de que algunas bacterias de interés se pasen completamente por alto”.

En comparacion, utilizando hisopos superficiales con la técnica de Levine se pueden tomar
muestras de una zona mayor pero solamente se recogeran las bacterias que se encuentren en
la superficie de la herida, y esto puede no reflejar de manera necesaria la microbiotal?2¢],

Ha habido un intenso debate sobre si los biofilms, que son de naturaleza microscépica, se
pueden observar a simple vista. En diferentes condiciones de salud y enfermedad en los seres
humanos, cuando se dejan crecer los biofilms, pueden mostrar signos a nivel macroscépico,
como por ejemplo la placa oral®®l. Sin embargo, la imagen es menos clara en las heridas
cronicas. Algunos médicos han utilizado la retérica para promover lo que creen son ‘sefiales
clinicas’ de la presencia de biofilms mediante observaciones a simple vista, que carecen de
rigor cientifico>?%2°1, Dichos signos incluyen una capa brillante, transltcida y babosa sobre

la superficie de la herida no cicatrizantel?®?%], o presencia de escaras o fibrina y material
gelatinoso que se vuelve a formar rapidamente tras su eliminacién, en contraposicién con
escaras y otro tejido desvitalizado que necesita mas tiempo para volver a formarse!?23931,

En la actualidad, no hay una prueba diagnéstica de referencia que defina la presencia de biofilm
en las heridas y no se dispone de biomarcadores cuantificables. Esto puede suponer una
dificultad clinica significativa dado que la distincién entre la patogenia del fenotipo plancténico
o en biofilm en la infeccidn de heridas crénicas es una barrera de gran importancia para un
tratamiento eficaz.

De acuerdo con nuestra afirmacién anterior de que "todas las heridas crénicas no cicatrizantes
pueden albergar biofilms", no es necesario basarse en signos visuales anecdéticos. Proponemos
que los médicos deben "suponer que todas las heridas crénicas no cicatrizantes y que no han
respondido al tratamiento de referencia tienen biofilm" y, por tanto, los tratamientos se deben
dirigir en este sentido. Sugerimos que la sospecha médica de la presencia de biofilm se plantee
en aquellos pacientes en los que las infecciones de heridas crénicas no han respondido de
manera adecuada a los antimicrobianos ni al tratamiento estdndar de las heridas, o en los que
las infecciones de heridas crénicas experimenten periodos de quiescencia que alternan con
episodios agudos?, Estos signos y sintomas se basan en pruebas actuales que identifican que
los biofilms no se pueden erradicar con el uso de antimicrobianos, por lo que es justo suponer
que una herida crénica no cicatrizante contiene bacterias con el fenotipo de biofilm.

Los mecanismos exactos mediante los cuales el biofilm altera los procesos de cicatrizacién
de las heridas siguen siendo ambiguos. Los datos actuales sugieren que la herida se mantiene
en un estado inflamatorio en forma de circulo vicioso que impide que se produzcan los ciclos
normales de cicatrizacién de las heridas. Las vias que subyacen a este hecho no estan claras,
pero diferentes factores sistémicos y locales contribuyen a la aparicién y mantenimiento

de una herida croénica. A nivel sistémico, los factores fisiolégicos incluyen diabetes mellitus,
insuficiencia venosa, malnutricidn, neoplasia maligna, edema, traumatismo repetitivo en

el tejido y alteracion de la respuesta del hospedador. La mayoria de las heridas crénicas
cicatrizaran si los factores predisponentes se tratan de manera adecuada. Por ejemplo,
reduccién del edema en las Ulceras venosas de las piernas, descargas de Ulceras de pie
diabético y Ulceras por presion, junto con principios de cicatrizacién de heridas himedas.

A nivel local, las bacterias colonizan todas las heridas crénicas. Las que se han notificado

con mayor frecuencia son Staphyloccocus aureus y Pseudomonas aeruginosa, dos renombradas
formadoras de biofilms. En un articulo de Gjedsbalk et al.,=%, el 93,5 % de las Ulceras crénicas
de las piernas contenian S. aureus y el 52,2 % albergaban P. aeruginosa, pero solamente las
Ulceras con P. aeruginosa se caracterizaban por un mayor tamafio de la herida y una menor
velocidad de cicatrizacidn. Esto se podria explicar por la capacidad de la P. aeruginosa para
eliminar los leucocitos polimorfonucleares (PMN) secretando ramnolipido#. Este glucolipido
se controla mediante el sistema de deteccidén de quérum y es probablemente uno de los
principales mecanismos tras la no erradicacién de la P. aeruginosa en heridas crénicas.

En la ampliacién del papel de los PMN, Ennis et al., (2000) 2! afirmaron que las heridas

DOCUMENTO DE POSICION



HERIDAS DE DIFICIL CICATRIZACION |

Cuadro 1Biofilms: desafiando las practicas actuales de tratamiento de las heridas

Los Biofilms presentan diferentes retos para el tratamiento tradicional de las heridas y su
cicatrizacién. En primer lugar, localizar los biofilms en el lecho de la herida puede ser dificil y los
médicos suelen limitarse a desbridar las zonas que tienen signos secundarios de biofilms, lo que es
el material necrético de la herida y otros signos superficiales de inflamacién local.

En segundo lugar, el muestreo éptimo de las regiones superficial y subsuperficial del lecho

de la herida es dificil y las bacterias se distribuyen de manera muy heterogénea. Por tanto, la
identificacion de las bacterias que componen el biofilm es un reto porque el laboratorio de
microbiologia clinica estandar no es consciente de la naturaleza mas compleja de los biofilms y no
procesa las muestras de las heridas para dispersar de manera adecuada los biofilms a fin de que las
bacterias se puedan cultivar en ensayos estandar de crecimiento en placa.

Los biofilms interfieren con la cicatrizacion normal de las heridas al bloguear el lecho de la herida
en un estado inflamatorio crénico que da lugar a niveles elevados de proteasas (metaloproteasas
de la matriz y elastasas de neutrdfilos) y de especies reactivas del oxigeno (ROS) que dafian las
proteinas y las moléculas esenciales para la cicatrizacion. Un gran porcentaje de las bacterias

en las comunidades de los biofilms son metabdlicamente latentes, lo que genera tolerancia

a los antibidticos. Las moléculas desinfectantes con una alta reactividad quimica reaccionan

con frecuencia con los componentes de la matriz exopolimérica del biofilm, reduciendo su
concentracion e impidiendo su penetracion hacia dentro de la matriz del biofilm.

croénicas se encontraban "encalladas en la fase inflamatoria de la cicatrizacion". En las vias
normales de cicatrizacién de las heridas, esta fase vendria seguida por una fase proliferativa,
en la que la funcién de los PMN se sustituiria de forma gradual por los macréfagos, y los
fibroblastos comenzarian a reconstruir el tejidot®.

Por tanto, las consecuencias de la necrosis sostenida in situ por las células bacterianas podria
explicar tanto la llegada constante de PMN a las heridas crénicas con P. aeruginosa como la
resultante liberacion localizada de enzimas proteoliticas que son proinflamatoriast>., Por
desgracia, no podemos postular el mecanismo responsable de este fendmeno en las heridas
que no estan infestadas por Pseudomonas!=®l,

En 2015, Marano et al.,*"Yidentificaron que la migracidn y proliferacién de los queratinocitos
epidérmicos humanos se encontraba reducida debido a derivados de los biofilms de P.
aeruginosa'y S. aureus. Empleando el andlisis protedmico, Marano et al. pudieron mapear la
actividad del S. aureus a una proteina, mientras que la actividad de la P. aeruginosa se podia
deber con mayor probabilidad a una pequefia moléculat®”". Las diferentes proteinas reveladas
mediante analisis protedmico tienen vinculos cuestionables con el retraso en la cicatrizacidn
de las heridas. Estas incluian la a-hemolisina, alcohol deshidrogenasa, fructosa-bisfosfato
aldolasa, lactato deshidrogenasa y el inhibidor de la diferenciacion de las células epidérmicas.

Una segunda area de investigacion de interés ha sugerido que los biofilms bacterianos
infecciosos contribuyen a una tensién baja de oxigeno localizada en la herida. Los primeros
estudios in vitro con microelectrodos identificaron zonas discretas de reduccidn significativa del
oxigeno en los biofilms!38), Estudios adicionales con microelectrodos con CLSM identificaron
microdominios con diferentes zonas del biofilm que albergaban entornos bioguimicos
alternativos, incluidas alteraciones en el pH y en el oxigeno*. La creacién de zonas andxicas
en el biofilm puede explicar |la presencia de anaerobios en biofilms con mezcla de especies.
Las condiciones andxicas también se han observado en infecciones pulmonares crénicas en
pacientes con FQM %, En un pulmdn con FQ con infeccién crénica, se ha observado que los
PMN consumen principalmente el oxigeno, dando lugar a una reduccién del mismo que ahoga
a las bacterias, lo que ocasiona una menor actividad metabdlical’®?!,

En datos de 2016 de James y colaboradores se proporcionan mas pruebas que apoyan un
concepto de tensiones bajas de oxigeno localizadas que contribuyen a la cronicidad de las
heridast?". Mediante el uso de microsensores de oxigeno y transcriptémica (examinando las
actividades metabdlicas de los microorganismos) para estudiar los biofilms in situ, James

y colaboradores identificaron gradientes pronunciados de oxigeno y respuestas de estrés
inducidas por la limitacién de oxigeno en las bacterias. Tomados de forma conjunta, estos
datos respaldan el concepto de que el biofilm ayuda a mantener tensiones bajas de oxigeno
localizadas en la herida, contribuyendo asi a la cronicidad®".
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La presencia de biofilms altamente persistentes da lugar a un estado inflamatorio crénico en el
lecho de la herida que puede dar lugar a niveles elevados de proteasas (metaloproteasas de la
matriz y elastasa de neutréfilos) y de especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS)
que dafian las proteinas y las moléculas vitales para la cicatrizacién!", Al bloquear el lecho de la
herida en un estado inflamatorio crénico, los biofilms alteran la cicatrizacién normal de la herida.

Nuestra comprensién actual de cémo los biofilms inhiben la cicatrizacidn sigue siendo limitada,
pero los dos ejemplos anteriores postulan cémo se puede retardar la cicatrizacion de las heridas.
También es evidente que los factores sistémicos contribuyen a una situacién actual paraddjica. Es
posible que, en algunos casos, el biofilm bacteriano sea el inhibidor principal de la cicatrizacién de
la herida. Sin embargo, en otras circunstancias, algunas de estas heridas cicatrizaran si se trata la
causa original de la herida (p. €j., tratamiento de compresidn para una Ulcera venosa en la pierna o
descargas de Ulceras de pie diabético). De todos modos, algunas heridas crénicas no cicatrizarén
a pesar del tratamiento adecuado de la alteracidn local. Puesto que pueden tener un contenido
bacteriano especialmente virulento.

El esquema circular de la herida (Figura 1) ilustra esta paradoja. La fuerza que impulsa el movimiento
en sentido horario es la suma de la virulencia de las bacterias, mientras que la figura del centro que
impulsa el movimiento en sentido antihorario representa la suma de la capacidad de cicatrizacién del
paciente. Cuanto mas sano esta el paciente (de manera local y sistémica), mas virulenta tiene que ser

la bacteria para impedir o detener la cicatrizacién. Esto implica que los pacientes "débiles" sufriran
incluso las infecciones méas oportunistas. El tratamiento actual de las heridas crénicas pretende
reducir la alteracién local mediante modalidades como la compresidn, la descarga y los apdsitos de
heridas himedas. Ademas, las deficiencias sistémicas se tratan mediante la correccidn del paciente
malnutrido o mediante el ajuste de los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c).

CONCLUSION

En este estudio se hace evidente que el diagndstico, el tratamiento y la comprensidn del papel que
desemperian los biofilms en la cronicidad de las heridas se encuentra atin en sus fases iniciales.

El esfuerzo cientifico en este nicho esta cogiendo ritmo a medida que aumentan las pruebas que
sugieren que estamos en el camino correcto. Cada vez se acepta méas que las heridas crénicas no
cicatrizantes contienen biofilms y que estas retrasan o evitan de algiin modo la cicatrizacién de las
heridas. Una investigacién méas centrada que garantice la estandarizacién entre las metodologias de
estudio, como las técnicas de muestreo 6ptimo, garantizara la comparabilidad entre los estudios.
Son necesarios nuevos paradigmas de tratamiento, pero para ello se necesita el desarrollo de
modelos in vitro que imiten el ambiente real de las heridas.

Por ultimo, se necesitan méas colaboraciones interdisciplinares entre los médicos de primera linea y los
cientificos encargados de la investigacion basica para cerrar la brecha entre lo que es clinicamente
importante para los pacientes que sufren las complicaciones relacionadas con los biofilms.

Figura 1 | Esquema circular de la herida

El esquema circular de la herida
(Figura 1) ilustra la paradoja de las
heridas crdnicas: épor qué algunos
pacientes desarrollan heridas
crénicas y otros no? La persona
del centro estd forzando a que la
rueda gire en sentido antihorario

y la fuerza impulsora de la rueda
externa es la virulencia combinada
de las bacterias. Por tanto, cuanto
mas fuerte sea la persona, mas
virulencia se necesita para que las
bacterias impidan la cicatrizacién.
Consulte el texto para obtener una
explicacion mas detallada.

Colonizacién Defecto en la piel
polimicrobiana
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Tratamiento del biofilm en la practica

Figura1]
Principios basicos
del tratamiento
de las heridas

a prevencion y el tratamiento de los biofilms en las heridas crénicas se esta
convirtiendo rapidamente en un objetivo principal en el tratamiento de las
heridas, habiéndose aceptado la presencia de los biofilms como la causa
principal del retraso en la cicatrizacién de las heridast™.

La Figura 1ilustra los principios basicos del tratamiento de las heridas para los casos en los
que estas se han estancado durante la cicatrizacion a pesar del tratamiento repetido con
antibidticos y, por lo tanto, se puede sospechar la presencia de biofilm. Este articulo examina
cuando tratar la sospecha de un biofilm, las diferentes estrategias para su prevenciény
tratamiento, cémo se pueden combinar estas estrategias para obtener el mejor éxito posible
y los principios para supervisar este éxito.

HERIDA CRONICA

Cicatrizacidn estatica, mejoria moderada con ciclos repetidos de antibiéticos orales
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Volver a evaluar la cicatrizacién

Cicatrizada

Mientras las infecciones agudas tienden a producir los signos y sintomas clasicos de la
infeccidn de las heridas, como inflamacidn, dolor, calor, enrojecimiento e inflamaciént®,
los microorganismos que crecen en forma de biofilm producen un patrén distintivamente
diferente, que se suele reconocer como infeccidén crénica.

Se necesitan estrategias de tratamiento sistémico para las heridas crénicas infectadas,
mientras que en las heridas no infectadas en las que la presencia del biofilm impide la
cicatrizacion se pueden adoptar estrategias para romper el biofilm. De forma alternativa,
se puede intentar impedir la formacidn del biofilm inicial en pacientes o heridas que se
consideren en alto riesgo ',

UNION MUNDIAL DE SOCIEDADES DE CICATRIZACION DE HERIDAS | DOCUMENTO DE POSICION



HERIDAS DE DIFICIL CICATRIZACION |

Se pueden utilizar tratamientos focalizados para mejorar la cicatrizacion en los casos en que
el biofilm microbiano sea un componente causal de las heridas crénicas, a diferencia de una
colonizacién no patogéna, por ejemplo:

Uso temprano de antibidticos sistémicos dirigidos a las bacterias plancténicas.

Estrategias exclusivas para hacer que los microorganismos sean mas susceptibles a los
antimicrobianos, para que el sistema inmunitario del hospedador los elimine.

Tratamientos dirigidos a impedir un componente inflamatorio prolongado de la
cicatrizacion de las heridas®.

Con esto en mente, es importante que se desarrollen nuevas estrategias para impedir la
formacién de biofilms y mejorar su tratamiento™!, que incluyen:
Accidn preventiva, que interfiera con la adhesién microbiana o con los procesos
implicados en la maduracién del biofilm, o la eliminacién y/o desorganizacién del biofilm
maduro.
Accidn contra el biofilm existente, eliminacién o rompimiento del biofilm y prevencién de
su nueva formacion.

La experiencia en el tratamiento de las heridas crdnicas, en especial en las estrategias

para tratar las heridas infectadas y reconocer el biofilm, es esencial para garantizar que los
pacientes reciban el tratamiento éptimo. La puntuacién de las heridas en riesgo (Wounds

at Risk, WAR) se ided para ayudar en la toma de decisiones sobre el uso de antimicrobianos
(especificamente de la polihexanida) cuando no habia con anterioridad ningin método

para predecir de forma precisa el riesgo de infeccidn de las heridas crénicas. El sistema

de puntuacién considera la cantidad y la virulencia de la carga bioldgica de una herida y la
competencia inmunitaria del paciente, pero no proporciona apoyo para el reconocimiento del
biofilm ni sugerencias para el desbridamiento. La existencia de diagndsticos para apoyar la
deteccidn del biofilm puede hacer que la puntuacién WAR sea maés Gtil".

La identificacion real del biofilm requiere técnicas sofisticadas de laboratorio, como
microscopia confocal laser de barrido (CLSM), microscopia electrénica de barrido (SEM)
o técnicas moleculares para su definiciént™. Los procedimientos estandar de cultivo
microbioldgico solamente detectan bacterias planctdnicas, por lo que debe utilizarse un
proceso diferente para detectar las bacterias de los biofilms. Por lo general, las muestras
se tratan inicialmente para matar todas las bacterias planctdnicas, luego se dispersa
fisicamente el biofilm con energia ultrasénica y se cultiva en placas de agar con nutrientes
para determinar el grado de presencia del biofilm®.,

La identificacidn del biofilm en la practica clinica también es dificil y solamente se dispone de
unas cuantas directrices para facilitar su reconocimiento. Keast et al. (2014)™! proponen cuatro
caracteristicas principales que pueden incrementar la sospecha de la presencia del biofilm:
Fracaso de los antibidticos.
Infeccién con una duraciéon >30 dias.
Tejido de granulacion friable.
Se puede eliminar con facilidad material gelatinoso de la superficie de la herida que
se vuelve a formar con rapidez.

Un estudio reciente que recopild datos actuales referentes al aspecto, comportamiento

e indicadores clinicos asociados con el biofilm sugirié que, en ocasiones, pueden haber
pistas visuales que sugieran la presencia de biofilm en el lecho de la herida. También se
identificaron diversas pistas clinicas no visuales: signos de infeccién local, fracaso de los
antimicrobianos, hisopos con resultado negativo en el cultivo o recalcitrancia de la herida
a pesar de haberse abordado todos los demas factores. Los autores sugirieron que un
algoritmo que incorporase tanto las pistas visuales como las no visuales podria facilitar un
tratamiento maés eficaz de la herida mas con biofilmt™,

Sin embargo, hasta la fecha no hay pruebas de que el biofilm tenga un aspecto de "capa
babosa" en la superficie de la herida, de modo que Percival et al. (2015)1"! argumentan
que, en ausencia de cualquier prueba cientifica de este tipo, la manifestacion de una capa
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Algoritmo
para detectar
to detectarla
presencia de
biofilm™™!
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translicida con un aspecto baboso puede ser un marcador visual rudimentario y, con
frecuencia, engafioso. Proponen un enfoque para la identificacién de los biofilms similar al
de Keast et al.’®!, basado en las preguntas jerdrquicas siguientes. Cuando la respuesta es
"no", se debe seguir con el tratamiento estandar, y cuando la respuesta es "si", se pasa a la
siguiente pregunta. Si la respuesta a la pregunta 5 es "no", se debe iniciar el tratamiento de la
herida basandose en el biofilm (Figura 2)".

¢La herida no cicatriza como se esperaba?

¢Se han realizado todos los procedimientos clinicos y terapéuticos apropiados?

¢Hay signos de escaras o tejido necrosado en la herida?

¢La herida muestra signos de infeccidn o inflamacién local?

¢Esté la herida respondiendo a intervenciones antimicrobianas tépicas o

sistémicas?

Si

Si

Si

Si

No

éLa herida no cicatriza

No
como se esperaba?

¢éSe han realizado todos los
procedimientos clinicos y
terapéuticos apropiados?

No

Continuar con los
protocolos estandar
de tratamiento

¢Hay signos de escaras
o tejido necrosado en la
herida?

No

¢éLa herida muestra signos
de infeccién o inflamacién
local?

No

¢Esta la herida respondiendo
a intervenciones
antimicrobianas tdpicas o
sistémicas?

Si

" A R
+ 43 4+ 33

Iniciar el tratamiento de la
herida basandose en el biofilm
® Desbridamiento periddico
® Tratamiento antimicrobiano )

apropiado )

¢La herida muestra signos .
de granulacion? ' S

t M p¥pp g Xy

Estrategias para la prevencién y tratamiento del biofilm

Una vez se establece la probabilidad de la presencia del biofilm, se debe determinar una
estrategia de tratamiento apropiada, teniendo en cuenta que existen diferentes etapas en la
formacidn del biofilm. Un enfoque proactivo para el tratamiento reconoce que no existe una
solucién en un solo paso para tratar el biofilm, sino que el objetivo es reducir la carga y evitar
que se vuelva a formart™,

Wolcott (2015)M! afirma que: ‘El tratamiento de las heridas con biofilm se basa en el uso de
multiples estrategias de tratamiento diferentes de manera simultanea, incluidos antibidticos,
farmacos contra los biofilms, antimicrobianos selectivos y desbridamiento frecuente'.
Asimismo, Hurlow et al. (2015)"! advierten que aunque es primordial centrar la actividad
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Modo de accién

Ejemplos

Mas informacion

Interferencia con la
adhesioén a la superficie del

Lactoferrina Acido
etilendiaminatetraa-

Como parte del mecanismo de respuesta humano innato, la
lactoferrina se une a las paredes de las células provocando su

quimica o comunicacién
entre las células del biofilm

Miel de Manuka

biofilm cético (EDTA) desestabilizacién, filtracion y, en Ultima instancia, la muerte de
Xilitol la célula™. EI EDTA se ha utilizado como un permeabilizante y
Miel sensibilizante para los trastornos causados por los biofilms en
odontologia y en otros campost'®. También se ha observado gue el
xilitol (un edulcorante artificial) y la miel bloquean la adhesign™
Interferencia con la Farnesol Diversos agentes bloguean o interfieren con la deteccion de
deteccion de quérum, un Iberina quérum, incluidos:
mecanismo de sefializaciéon | Ajoeno +  Farnesol

+ Iberina (del rdbano picante)

+ Ajoeno (del ajo)

También se ha observado que la miel de Manuka inhibe 3 de los
4 genes responsables del proceso de deteccion de quérum!™”

existente

(combinacién de
PHMB y betaina)

Rompimiento de la sustancia | EDTA EI'EDTA es compatible con los antimicrobianos tépicos

polimérica extracelular y potencia su accién al desorganizar la SPE en la que los

(SPE), una matriz protectora microorganismos se encuentran encerrados™®. También existen

secretada por el biofilm y productos patentados que afirman que, entre otras acciones,

que rodea al mismo son capaces de romper la SPE!!

Metabolitos falsos Galio, xilitol Se ha observado que dosis bajas de galio y xilitol interfieren con
la formacién del biofilm®

Rompimiento del biofilm Betaina Las soluciones actuales que favorecen el rompimiento del

biofilm contienen tensioactivos, como la betaina, que reducen
la tensién superficial del medio en el que se encuentran
disueltos lo que permite que se puedan desprender los restos y
suspenderse en la solucidn(???

frente al biofilm, también se debe abordar la maximizacion de la respuesta del hospedador
prestando atencidn a todas las causas locales y subyacentes que retrasen la cicatrizacién de

la herida.

Posibles agentes contra la formacion de biofilms
En la practica, la alteracion fisica del biofilm en forma de desbridamiento y/o limpieza,
seguida del uso de antimicrobianos (como PHMB o plata) para evitar que se vuelva a

formar es la opcidn principal para combatir el biofilm de la que disponen los médicos en la
actualidad. Esto se trata con mayor detalle a continuacién!®. No obstante, se han investigado
diferentes posibles farmacos contra los biofilms que interfieren con los elementos necesarios
para su formacién o soporte y que potencian el efecto de los antimicrobianos. Estos se
resumen en la Tabla 1, clasificados por sus modos de accién. Cuando se elige un farmaco

de este tipo, esta eleccion debe basarse en factores que incluyen la capacidad biocida y la
duracién de la actividad del farmaco activo, asi como la capacidad del vendaje portador para
tratar los sintomas que se presenten, tales como un aumento del exudado.

La importancia de la preparacion del lecho de la herida

La preparacion del lecho de la herida, incluida la limpieza y el desbridamiento, son principios
importantes del tratamiento de |a herida, puesto que las heridas deben estar limpias para
que cicatricent., El concepto de TIME (tejido, infeccidn/inflamacidn, humedad, borde de la
herida, por sus siglas en inglés [Tissue, Infection/Inflammation, Moisture, Edge of wound])
es un estandar ampliamente aceptado para el tratamiento de las heridas. En los Gltimos

10 afios se han producido avances importantes, incluida la comprensién de la presencia del
biofilm (y la necesidad de un diagnéstico sencillo), la importancia del reconocimiento clinico
de la infeccidn y el valor en el desbridamiento repetitivo y de mantenimiento, asi como la

limpieza de las heridas, que es primordial™.

En los casos en los que se observen escaras o necrosis en una herida, este tejido no viable
se debe eliminar, ya que puede facilitar la adhesiéon y desarrollo del biofilm!?%, La velocidad
de la eliminacidn del tejido se debe realizar de acuerdo con la capacidad del paciente

de someterse al procedimiento, la habilidad y competencia del profesional sanitario y la
seguridad del entorno en el que se va a realizar la técnica. Recientemente se ha hecho una
distincidn entre la eliminacidon de las escaras (eliminacién de esfacelos)®?* y la eliminacién
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del tejido necrético (desbridamiento). Para garantizar la efectividad se ha propuesto que
no se realice ninguno de los dos tratamientos en solitario, sino que se recomienda tanto el
desbridamiento de mantenimiento como la eliminacién de esfacelos.

Hay disponibles varias técnicas de desbridamiento, desde quirdrgicas (realizadas

en quirdfano, en las que se vuelve al tejido con sangrado sano) y autoliticas (uso de
apositos para facilitar la eliminacidn de tejido necrético!?2*1) mediante gasas y pafios de
desbridamiento!?27, Las soluciones de limpieza actuales que favorecen el rompimiento del
biofilm contienen tensioactivos, que reducen la tensién superficial del medio en el que estéan
disueltos, facilitando el desprendimiento de la suciedad o de los restos y su suspension en la
solucién, para evitar que la herida se vuelva a contaminar?'??, Se pueden afiadir soluciones
directamente a la herida, utilizadas como pafios o gasas o utilizadas como parte de una
instilacidn junto con tratamiento de las heridas con presién negativat?®.

De acuerdo con la bibliografia actual, se ha identificado que la combinacién de polihexanida
y betaina, un tensioactivo, es eficaz para el desbridamiento autolitico de la herida. En un
ensayo aleatorizado y controlado realizado en seis centros italianos (de junio de 2010

a diciembre de 2013), se observé que la solucién promovia la preparacién del lecho de

la herida, reducia los signos de la inflamacidn y aceleraba la cicatrizacién de las Ulceras
vasculares en las piernas, asi como también tenia un efecto de barrera duradero. De

hecho, en comparacidn con la solucién salina normal, la solucién era superior de forma
estadisticamente significativa (p<0,001) en términos de mejora de la herida y reduccién de
los signos de la inflamaciént3.,

Uso de antimicrobianos tras el desbridamiento para evitar que el biofilm se vuelva a formar
Una vez la herida se ha limpiado de manera adecuada y se ha eliminado el maximo de tejido
no viable segln tolere el paciente, se sugiere que se utilice un producto antimicrobiano para
evitar que se vuelva a formar el biofilm (Figura 1) Por ejemplo, apdsitos contra el biofilm
que contengan antimicrobianos como PHMB, plata o un tensioactivo'?®’, Se han relacionado
con el tratamiento de los biofilms diferentes farmacos antimicrobianos:

Acido acético®

Mie|[3,31]

Yod0[18,32734]

PHMB[18,35]

P|ata[18,33—36].

Es importante destacar que estos deben usarse después del rompimiento fisico del biofilm
mediante limpieza (es decir, con una solucién que contenga un tensioactivo combinado

con un antimicrobiano, tal como PHMB con betaina) y del desbridamiento, con el fin de
asegurar la eficacia antimicrobiana (Figura 1). Asimismo, otros productos sin antimicrobiano
activo han demostrado una actividad contra los biofilms, como los productos que actian
uniendo las bacterias a apdsitos recubiertos con cloruro de dialquilcarbamoilo (DACC) 7],
Los microorganismos se eliminan junto con el apdsito y no quedan restos de células en la
heridal®®,

No es posible decir de manera definitiva cuando se ha eliminado un biofilm, puesto que no
existen signos categdricos ni analisis para su identificacion. Como tal, los médicos deben
utilizar la progresién de la cicatrizaciéon como un marcador del éxito, teniendo en cuenta
también la reduccidon de otros parametros como los niveles de escaras y la produccién de
exudado™., De hecho, al medir el resultado del tratamiento de la herida con biofilm, se
deben revisar los factores primarios que dan lugar a la sospecha inicial de biofilm:

¢La herida no cicatriza a pesar del tratamiento apropiado?

¢La herida muestra signos y sintomas de infeccién que no se resuelven con los

antimicrobianos apropiados?

¢Hay presente material gelatinoso en la superficie de la herida y que no desaparece?

Si estos se han resuelto, se puede asumir que el plan de tratamiento ha sido satisfactorio.

DOCUMENTO DE POSICION



HERIDAS DE DIFICIL CICATRIZACION |

Cualquier producto seleccionado se debe utilizar durante un periodo de tiempo apropiado

y de manera continua durante un minimo de entre 7 y 10 dias antes de que se tome una
decisién acerca de seguir con el uso del mismo o interrumpirlo. Un consenso reciente
recomendd utilizar una exposicién de 2 semanas para determinar la eficacia de un
antimicrobiano (especificamente apdsitos de plata). Tras 2 semanas se debe determinar si la
herida ha mejorado vy si sigue presente alguin signo de infecciont,

Se sugiere que una herida en la que se sospeche la presencia de biofilm se debe desbridar y
limpiar de manera regular, ya que es dificil eliminar todo el biofilm, y este tiene la capacidad
de volver a crecer y formar biofilm maduro en unos pocos dias. Si una herida no progresa tras
su tratamiento regular, puede ser necesario un enfoque mas agresivo para eliminar el biofilm,
con derivacién a un especialista segiin sea necesario®.

El tratamiento apropiado del biofilm es sin duda una tarea compleja, con diferentes
soluciones, geles y apdsitos para su tratamiento, apoyados por la bibliografia y por la
experiencia clinica. Los pasos basicos de prevencién inicial (con farmacos contra la
formacidn de biofilm), eliminacién (limpieza, eliminacién de esfacelos, desbridacién) y
prevencién de la nueva formacién (uso de un antimicrobiano) proporcionan un marco para el
tratamiento del biofilm. Més alla de ello, se debe considerar un gran nimero de pardmetros
de pacientes, asi como pardmetros ambientales y clinicos para lograr una solucién adaptada
para cada pacientel“,

Se puede utilizar la combinacién de farmacos contra la formacién de biofilm y de
antimicrobianos para el tratamiento del biofilm en el mismo apdsito o se pueden utilizar

de manera sinérgica sus acciones al cambiar el apdsito (por ejemplo, utilizando solucién
Prontosan/gel y Calgitrol Ag). Comprender y mantenerse al dia con pruebas puede ser
complejo, pero es una parte esencial de cualquier funcién médica para proporcionar un
cuidado 6ptimo de las heridas al tiempo que se tiene en mente el tratamiento del biofilm.
También es importante el tratamiento integral del paciente y abordar cualquier problema
sistémico, fisioldgico o psicosocial subyacente para apuntalar un tratamiento de referencia.
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a hipétesis inicial de que la presencia de bacterias en estructuras de tipo biofilm

era un factor importante que contribuia a las infecciones crénicas resistentes se

origind en estudios de principios de la década de los 1980 sobre enfermedades

que incluian endocarditis, osteomielitis, periodontitis y fibrosis quistica™. Tras

estos estudios iniciales, numerosos estudios analiticos y publicaciones de
investigacion clinica han confirmado que los biofilms bacterianos son un factor de gran
importancia en multiples enfermedades caracterizadas por infecciones bacterianas
persistentes que son tolerantes al sistema inmunitario del propio paciente (anticuerpos
y células inflamatorias fagociticas) y las pautas de duracién estandar de antibidticos
orales (o tépicos, i.v.)Z4,

Este importante concepto se amplié en un articulo histérico publicado en Science™ en

1999. El articulo integré el concepto de inflamacién crénica estimulada por el biofilm,
dando lugar a la elevacién de las proteasas y de las especies reactivas del oxigeno (ROS)
que dafiaban el tejido circundante, lo que podria dar lugar a la destruccidn tisular como
ocurre en la enfermedad periodontal o a la alteracidn de la funcidén orgénica mediante la
formacion de cicatrices (fibrosis) como en la fibrosis quistica. Reconociendo que las heridas
cutdneas croénicas tienen muchas de las mismas manifestaciones clinicas que la mayoria

de otras enfermedades con inflamacién crénica asociada con biofilms bacterianos, James

y colaboradores (2008)™®! publicaron el informe inicial de las estructuras del biofilm en las
heridas crénicas. Utilizando la microscopia dptica y la microscopia electrénica de barrido
para examinar muestras de 66 sujetos, encontraron estructuras de biofilm presentes en un
alto porcentaje (-60 %) de las 50 biopsias de heridas crénicas en comparacion con solo 1
de 16 (6 %) muestras de heridas agudas. Este articulo ayudé a llamar la atencién sobre las
posibles funciones criticas que los biofilms bacterianos podrian desempefiar en el desarrollo
y mantenimiento de las heridas cuténeas cronicas.

Independientemente de la investigacidn sobre los biofilms bacterianos en las heridas
crénicas, multiples laboratorios estuvieron investigando de manera activa la diferencia
molecular entre las heridas cicatrizantes y las crdnicas. Entre las primeras y principales
diferencias moleculares que se identificaron fue la elevacién notable en dos importantes
familias de proteasas en las heridas crénicas: las metaloproteasas de la matriz (MPM) y la
elastasa de neutrdfilos (EN), un miembro de la superfamilia de las proteasas de serinal’™31. Al
aumento de las actividades de las proteasas en las heridas crdnicas se le atribuyé diferentes
efectos deletéreos sobre la cicatrizacion. Estos incluian:

Destruccién de proteinas importantes de la matriz extracelular (MEC) incluida la proteina

de adhesién multidominio, la fibronectinal”™, que es importante en la migracién epitelial

Destruccién de factores de crecimiento importantes, incluido el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF)U™,

Degradacion de proteinas receptoras de membrana clave para los factores de crecimientot™.

Del mismo modo, también se han notificado elevaciones en las citocinas proinflamatorias,
incluido el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina-1 alfa (IL1a), en muestras
de liquidos de heridas crénicas o en biopsias en comparacién con las heridas cicatrizantes.
Todos estos datos apuntaban una via patoldgica comun en la que el desarrollo de los biofilms
bacterianos en heridas agudas estimula la inflamacién crénica, indicada mediante niveles
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persistentemente elevados de citocinas proinflamatorias (TNFa e IL1a). Estas citocinas
proinflamatorias atraen de forma quimiotéactica a las células inflamatorias (neutrdfilos,

macroéfagos y mastocitos) al lecho de la herida, donde secretan proteasas (MPM y EN) y
liberan ROS. Con el tiempo, los niveles elevados de manera crénica de proteasas y ROS
tienen efectos indeseables que dafian o degradan proteinas esenciales para la cicatrizacion,
convirtiendo una herida en cicatrizacién en una herida crénica y estancada (Figura 1)1,

Asimismo, Bjarnsholt y colaboradores™ han planteado la hipdtesis de que la presencia

de Pseudomonas aeruginosa en los biofilms produce un mecanismo protector frente a la
actividad fagocitica de los PMN sintetizando y secretando factores de virulencia, incluido
un ramnolipido que elimina de manera eficiente los PMN (mediante su lisis) y la enzima
catalasa que degrada el perdéxido de hidrégeno, uno de los principales ROS producidos por
los PMN, hasta productos no téxicos: oxigeno y agua.

Hipotesis de la fisiopatologia de las heridas crénicas

Lesidn tisular repetida, isquemia y bacterias: biofilms

TNFa IL-1B, IL-6

Inflamacién prolongada y elevada
* neutrdfilos * macrdéfagos * mastocitos

\

Desequilibrio entre proteasas e inhibidores
f proteasas (MPM, elastasa, plasmina)+ inhibidores (TIMP, a1PI) f ROS

v

Destruccién de proteinas esenciales (accidental)
* factores de crecimiento/receptores f degradacién de la MEC
migracion celular + proliferacion celular

Herida crénica y no cicatrizante

| | Hipdtesis de la fisiopatologia de las heridas cronicas y de los biofilms"®
El desarrollo de los biofilms en las heridas agudas da lugar a la inflamacién crénica caracterizada por niveles
elevados de citocinas proinflamatorias que conduce al incremento en el ndmero de neutrdfilos, macréfagos
y mastocitos que secretan proteasas y ROS que se elevan de manera crénica y, de manera accidental,
destruyen proteinas esenciales para la cicatrizacion, dando lugar a una herida crénica y no cicatrizante.

Deteccion y medida de las bacterias de los biofilms en las heridas

De acuerdo con la evidente correlacion entre la fisiopatologia de las heridas crénicas y la
presencia de biofilms en un alto porcentaje de las mismas, la deteccién y la localizacién de
los biofilms en el lecho de las heridas crénicas proporciona informacidn util, especialmente

a la hora de evaluar y dirigir la efectividad del desbridamiento. Asimismo, la evaluacién del
estado del biofilm de una herida crénica podria indicar cuéando el lecho de una herida crénica
estd adecuadamente preparado para poder responder a los tratamientos avanzados como
los factores de crecimiento, apdsitos avanzados de matriz, tratamientos celulares o injertos
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de piel?°?1, Ademas, la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica y patologia
utilizan técnicas convencionales (escaneo, secuenciacién y muestreo) gue no son capaces
de distinguir entre las bacterias que existian, ya fuese de manera plancténica o en un
biofilm(??, Por tanto, los médicos suelen asumir que las bacterias notificadas son biofilms y
que las deben tratar en consecuencia.

Asimismo, multiples estudios han revelado que los métodos tradicionales de cultivo
utilizados por los laboratorios de microbiologia clinica para evaluar la carga bioldgica en las
muestras de heridas estén sesgados a la hora de detectar los organismos plancténicos, que
se cultivan con facilidad y no pueden detectar muchas especies bacterianas, especialmente
las anaerobias, ni especies fungicas y levaduras!?2¢, Por ejemplo, Dowd y colaboradores
(2008)[231 revelaron que las técnicas estandar de cultivo identificaron solamente el 1% de
todos los microorganismos presentes en las muestras de 30 heridas crénicas, especialmente
de los anaerobios estrictos.

Thomsen y colaboradores (2010)1%! concluyeron resultados similares al utilizar técnicas

de identificacion mediante ADN e hibridacién fluorescente in situ para identificar especies
bacterianas en 14 Ulceras sometidas a operaciones de injerto de piel. Encontraron diferencias
de importancia entre los resultados obtenidos mediante los métodos de cultivo estandar y
los métodos de biologia molecular.

Ampliando su estudio inicial, Wolcott y colaboradores (2016)%7! utilizaron pirosecuenciacién
del ADNr 16S para analizar la microbiota de 2963 muestras procedentes de Ulceras venosas
cronicas de las piernas (n=916), ulceras de pie diabético (910), Ulceras de decubito (767)

y heridas quirurgicas no cicatrizantes (370). Encontraron perfiles similares para las 20
especies bacterianas identificadas con mayor frecuencia en cada uno de los cuatro tipos de
heridas crénicas, siendo las especies de Staphylococcus y Pseudomonas las que suponian

los géneros mas prevalentes. Ademas, los anaerobios estrictos comprendian 4 de los
principales 10 géneros detectados en las muestras de heridas crénicas. Los microorganismos
comensales, incluidos los Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium coagulasa
negativos, se encontraban presentes en practicamente la mitad de las muestras de heridas
cronicas analizadas, pero se necesita una mayor investigacion para evaluar si la presencia de
estos organismos afecta a la cicatrizacion de las heridas crénicas.

Es importante comprender que con el uso tanto de los métodos de cultivo como de los
de ADN para detectar especies bacterianas presentes en las muestras de heridas no
se diferencia entre las bacterias que crecen de forma planctdnica de las que crecen en
comunidades en los biofilms. Esto solamente se puede lograr mediante microscopia o
mediante el cultivo selectivo de los biofilms tal y como se describe a continuacion.

éMejora la cicatrizacion de las heridas crénicas con el tratamiento basado en los biofilms?
Una pregunta importante a realizar es: ‘Conocer de forma mas precisa las especies
bacterianas, fungicas y de levaduras presentes en las heridas crénicas, incluidas las bacterias
de los biofilms, realmente proporciona informacién importante que un médico puede

usar para mejorar los resultados de la cicatrizacion?’ En un gran estudio restrospectivo de
cohortes y de nivel A, la aplicaciéon de los tratamientos tépicos personalizados mediante

el diagndstico molecular de las especies bacterianas dio lugar a mejoras significativas,
estadistica y clinicamente, en la cicatrizacidnt?,

En el grupo de tratamiento de referencia (standard of care, SOC), las heridas del 48,5 %

de los pacientes (244,/503) cicatrizaron por completo durante el periodo de estudio

de 7 meses. Esto supone un incremento de hasta el 62,4 % (298/479) en el grupo de
tratamiento que recibié el SOC més los antibidticos sistémicos de acuerdo con los resultados
de identificacion molecular de las bacterias de las heridas. La cicatrizacién completa se
incremento adicionalmente hasta el 90,4 % (358/396) en el grupo de tratamiento que
recibié el SOC mas el tratamiento tépico (incluidos los antibidticos) de acuerdo con los
resultados del diagndstico molecular (p<0,001 en comparacién con el SOC o el SOC + los
antibidticos sistémicos, de acuerdo con el andlisis de riesgos proporcionales de Cox). Mas
recientemente, Wolcott (2015)1**!reporté un aumento significativo en la cicatrizacién de las
heridas tratadas con SOC en combinacién con un hidrogel que contenia antibidticos tépicos
y compuestos que desorganizaban los biofilms.
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éCémo y dénde tomar muestras del lecho de una herida crénica para detectar un biofilm?
En la actualidad, detectar y localizar los biofilms en los lechos de heridas crénicas cutaneas es
una de las lagunas mas importantes en la base del conocimiento para el cuidado de las heridas
con biofilms, especialmente puesto que los biofilms maduros y tolerantes se pueden volver a
formar en tres dias tras el desbridamiento eficaz de las heridas cutaneas crénicast°=",

En mayo de 2015, la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas
(European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases, ESCMID) publicd

las directrices para el diagndstico y tratamiento de las infecciones con biofilm2, Incluye
informacidn y directrices acerca de la deteccidn y tratamiento de las infecciones con biofilms
en multiples condiciones. Esas incluian infecciones tisulares/de las mucosas como las de
pacientes con infecciones pulmonares crénicas (fibrosis quistica) y con infecciones crénicas
en las que el biofilm se forma sobre dispositivos implantados dentro del cuerpo (implantes
ortopédicos, implantes mamarios) o sobre dispositivos conectados entre la superficie
interna (estéril) y externa del cuerpo, como los catéteres intravenosos, catéteres urinarios
permanentes o tubos endotraqueales. Los lectores a los que van dirigidas estas directrices
son microbidlogos clinicos y especialistas en enfermedades infecciosas implicados en el
diagndstico y tratamiento de las infecciones con biofilms.

Las directrices de la ESCMID establecen que: ‘Los tejidos biopsiados se consideran las muestras
mds fiables para revelar la presencia de biofilms en las heridas. El uso de hisopos para recoger las
muestras de biofilm de la superficie de la herida no se considera un método adecuado, debido a la
contaminacion de la flora cutdnea, la fuerte adherencia del biofilm al epitelio del hospedador y al
crecimiento de anaerobios en los tejidos profundos. Si se sospecha de una infeccién entre moderada
y grave de las partes blandas y hay presente una herida, se debe examinar una muestra de tejido a
partir de la base de la herida desbridada. Si no se puede obtener esta muestra, un hisopo superficial
puede proporcionar informacion util para la eleccién del tratamiento con antibidticos'™334,

Sin embargo, suponiendo que se pueda obtener una muestra de biopsia o de raspado de la herida
cutanea crénica, estas directrices dejan varias preguntas importantes sin resolver, incluidas:
¢En qué parte del lecho de |a herida se debe tomar una sola muestra?
éUna biopsia es suficiente para evaluar de manera fiable si una herida crénica tiene
(0 no) un biofilm maduro? Es muy poco probable que los biofilms estén de manera
uniforme por encima de todo el lecho de la herida y en el borde de la misma, por tanto,
équé debe guiar al médico?
¢Existe algun signo visual que pueda ser Gtil para decidir dénde tomar esa Unica biopsia?

Varios estudios han concluido que la distribucion de los agregados de biofilm a lo largo del
lecho de la herida no es uniforme!®>3¢1, Por ejemplo, tal como se muestra en la Figura 2, los
agregados de biofilms de P. aeruginosa no se distribuyen de manera homogénea sobre el
lecho de la herida crénicat®.

Ademas, los agregados de los biofilms no necesariamente se encuentran presentes solo

| Biofilms de P. aeruginosa en una herida crénica visualizada mediante el uso de una sonda de
hibridacion fluorescente in situ formada por un acido nucleico y especifica para un péptido (rojo)
con microscopia confocal de barrido laser. La imagen de la derecha muestra una ampliacién de la imagen
central. La distribucion de las colonias del biofilm sobre el lecho de la herida no es uniforme®®
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| Distribucidn de las distancias desde la superficie de la herida hasta el centro de la masa de
los agregados de S. aureus (sombreado con gris claro) o de P aeruginosa (sombreado gris oscuro). La
distancia son los valores promedio obtenidos a partir del andlisis de 15 imdgenes para cada una de las
9 muestras de heridas crdnicas.

en la superficie del lecho de la heridaP>.. Tal como se muestra en la Figura 3, se identificaron
estructuras del biofilm por debajo de la superficie del lecho de 9 heridas crénicas, con
agregados de S. aureus cerca de la superficie del lecho de la herida

(a ~20-30 micras de profundidad) en comparacién con los agregados de P. aeruginosa
(50-60 micras de profundidad). Lo mas probable es que diferentes especies o fenotipos de
bacterias prefieran nichos ambientales.

Ademas, la distribucién de las bacterias y de los biofilms también podria depender de la
competicidn o colaboracién con otros microorganismost?6:3¢],

Tal como se explica en el articulo adjunto de Bjarnsholt et al. (paginas 4-8)%"), ha habido

un debate considerable sobre si los médicos pueden observar de forma visual los biofilms

en el lecho de heridas crdnicas. Aunque mediante colorantes se pueden observar grandes
formaciones de biofilms sobre la superficie del esmalte de los dientes, esta menos claro que se
puedan observar formaciones de biofilms en heridas crénicas. Algunos médicos han propuesto
que los signos clinicos como la capa brillante, transltcida y con un aspecto baboso sobre el
lecho de la herida no cicatrizante que se vuelve a formar con rapidez cuando se desbrida, que
puede ser mas facil de eliminar mediante almohadillas de tela y que puede responder menos
al desbridamiento enzimatico o autolitico es mas probable que se deban a un biofilm3839,

Sin embargo, estas observaciones necesitan apoyarse en analisis rigurosos de estos tipos de
materiales sobre el lecho de las heridas para detectar los biofilms.

Una nueva técnica, el ‘mapa del biofilm en la herida’. descrita por Nagakami y colaboradores!®!
puede proporcionar informacién Util acerca de la localizacidn de los biofilms en la superficie

del lecho de la herida. Un médico presiona en el lecho de la herida y durante unos minutos

una membrana de nylon con una alta densidad de cargas positivas, produce una ‘impresion
molecular’ de las moléculas en la superficie del lecho de la herida que estén estrechamente
unidas a la membrana. La membrana con la transferencia se sumerge durante unos segundos
en una solucién que contiene un colorante cargado positivamente (como el rojo de rutenio) que
se une idnicamente a las moléculas con una fuerte carga negativa que se encuentran unidas

a la membranay luego se lava brevemente. La mayoria de los biofilms bacterianos contienen
cantidades importantes (~20 %) de ADN bacteriano, que estd muy cargado negativamentel*.

Los experimentos de laboratorio han demostrado que las zonas de la membrana que retienen
el colorante corresponden a las zonas de la superficie del lecho de la herida que tienen matriz
exopolimérica de comunidades de biofilm. Ademas, la cantidad de la superficie del lecho de
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Figura 4 | Mapa del biofilm en la herida. La tincion de color naranja-rojo presente en la
membrana (panel B) sugiere la presencia de matriz exopolimérica del biofilm en la herida
cronica (panel A) transferida sobre una membrana cargada positivamente

una herida que ha tefiido la membrana sirve como indicativo de la extensién de las escaras
que se han desarrollado sobre el lecho de la herida crénica durante la semana siguiente. Un
punto débil de esta técnica es que detectaria de manera preferente la matriz exopolimérica
del biofilm que se encontrase en la superficie del lecho de la herida, y no detectaria la matriz
exopolimérica del biofilm que estuviese enterrada en la profundidad de la matriz del lecho de
la herida. Esté claro que es necesario desarrollar un detector de biofilms rapido, econémico y
facil de utilizar que se puede utilizar de manera inmediata y en unos pocos minutos.

¢CUALES SON LOS ENSAYOS OPTIMOS PARA LA DETECCION DE BIOFILM EN LAS
HERIDAS CRONICAS?

Se utilizan diversos ensayos diferentes para determinar si la muestra de una herida contiene
un biofilm maduro tolerante. El enfoque mas frecuente es visualizar las estructuras de tipo
biofilm utilizando o bien microscopia dptica, habitualmente con anticuerpos que detectan
un solo componente de la matriz exopolimérica de algunos biofilms, como el alginato
sintetizado por P. aeruginosa, o hibridacién fluorescente in situ (FISH). Sin embargo, pueden
ser necesarios varios dias para procesar las muestras de tejido embebiéndolas en parafina.
La generacidn de secciones transversales puede ofrecer un procesamiento y una evaluacién
mas rapidas. Ambas técnicas requieren microscopios caros y técnicos con la formacién
adecuada, y no se pueden realizar durante una visita clinica.

La mayoria de los laboratorios de microbiologia estandar pueden adoptar un enfoque
relativamente simple y estandar para medir las bacterias en biofilms protectorest®?!. En
resumen, las muestras se colocan en tampén fosfato salino (PBS) con 5 ppm de Tween 20
(5 ml/ml). Se someten a agitacién vorticial para suspender el tejido. Tras ello, se afiade lejia
diluida a una concentracion final del 0,03 %.

A continuacién, las muestras se incuban durante 10 minutos para destruir todas las bacterias
plancténicas y la lejia se neutraliza con metasulfito sédico (a una concentracion final del 0,3 %).
Luego, el agregado del biofilm se dispersa en bacterias individuales mediante cinco ciclos de

1,5 minutos de sonicacién con un minuto de pausa en frio entre los ciclos de sonicacién. Las
muestras se siembran en placas de agar de crecimiento selectivo usando diluciones de un orden
de 10 y se cuentan las colonias tras una incubacion de entre 24 y 48 horas a 37 °C.

De manera alternativa, las muestras de las heridas se pueden colocar en soluciones

con antibidticos (gentamicina, moxifloxacino, penicilina) durante 24 horas a 37 °C para
destruir las bacterias planctdnicas susceptibles, a continuacién se lavan dos veces en
caldo neutralizante Dey-Engley, se someten a agitacién vorticial (30 segundos), se
someten a ultrasonido (dos minutos) y se someten a agitacidon vorticial (30 segundos) en
tres ocasiones, para dispersar los biofilms en suspensiones de células individuales que, a
continuacion se diluyen de manera seriada con PBS, se colocan en placas con TSB, que se
incuban a 37 °C durante 24-48 horast,
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Muchas heridas agudas pueden cicatrizar a pesar de la colonizacién bacteriana. Se trata de
una paradoja que se puede explicar mediante la hipdtesis de que el sistema inmunitario de

la mayoria de los pacientes (en ocasiones complementado por los antibiéticos sistémicos o
los apdsitos con antisépticos topicos) puede destruir las bacterias plancténicas antes de que
se desarrollen en forma de biofilms y de que sea muy complicado eliminarlas. La mayoria de
las heridas crdnicas se han vuelto crénicas debido a un tratamiento deficiente y, sin duda,
tienen cantidades importantes de biofilm bacteriano, pero cuando muchas heridas crénicas
reciben el tratamiento correcto, como compresidn y/o descarga, empiezan a cicatrizar,
incluso sin afiadir antibidticos o antisépticos. Es posible que esto pueda explicarse mediante
el hecho de que algunas bacterias son mas virulentas, como Pseudomonas y algunas cepas de
Staphylococcust™, pero muchas de las bacterias de las heridas son oportunistas. La respuesta
inmunitaria podria crear oportunidades para las bacterias menos virulentas, que luchan

por el mismo espacio, para influir en las bacterias del biofilm. Esta claro que se trata de una
cuestiéon importante que necesita de mas investigacion para poder abordarla.

El biofilm bacteriano puede jugar un papel esencial en el desarrollo y mantenimiento de

las heridas crénicas. La deteccién y la localizacion de los biofilms en heridas crénicas
proporciona informacidn clinica Util que ayuda especialmente a evaluar y dirigir |a eficacia
del desbridamiento. Sin embargo, siguen habiendo lagunas en la base del conocimiento
cuando se trata de detectar y localizar biofilms en heridas crénicas. Las directrices de la
ESCMID™? publicadas en 2015 ofrecen orientacidn acerca del diagndstico y tratamiento de
la infeccidn por biofilms pero deja algunas preguntas sin responder, incluidas si los signos
visuales podrian ser Utiles a la hora de decidir de dénde tomar una biopsia.

El debate alrededor de si se puede observar el biofilm a simple vista permanece vigente.
Nuevas técnicas, como el ‘mapa del biofilm en la herida’ de Nagakami y colaboradorest*®
puede proporcionar informacién util acerca de la localizacién de los biofilms en la superficie
del lecho de la herida. Sin embargo, al igual que con otras técnicas existentes, esto tiene su
punto débil y sigue siendo necesario desarrollar un detector de biofilms en forma de ‘analisis
diagndstico inmediato’ que pueda proporcionar resultados en unos pocos minutos, no en
unos dias. Se necesita una investigaciéon mas centrada para detectar y localizar de forma
precisa y eficaz los biofilms en heridas crénicas.
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