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Resumen

El propésito de este articulo es discutir algunos hechos relevantes hallados en varios casos clinicos de resistencia
antibidtica tratados en equinos con la meta de hacer conciencia sobre el problema, revisar la literatura especializada
en el tema y proponer alternativas terapéuticas diferentes al uso de los antibiticos disponibles. El tracto fistuloso
ejemplifica una herida crénica y se manifiesta como un tinel subcutdneo con egreso a piel que permite la salida de
secrecién contaminada. Cuando el tracto estd infectado con bacterias multirresistentes y presencia de biopelicula
entonces el tratamiento médico es bastante mds complicado, prolongado en el tiempo y caro debido al costo de
procedimientos diagndsticos, manejo veterinario, medicamentos e internamiento hospitalario ocupado en muchos
casos, ademds de que generalmente no se puede efectuar el uso zootécnico esperado para el animal hasta que el
mismo sane y su precio se devaltia por la lesion. El rol de las biopeliculas bacterianas en heridas con infeccién crénica
es abordado y en vista de la dificultad para identificarlas, se aconseja buscar los signos clinicos especificos sugerentes
del problema y aplicar el “Algoritmo Diagnéstico de Percival” para la detecciéon de biopelicula. EI tratamiento
deberfa basarse en desbridamiento repetido y aplicacidon de terapia antimicrobiana tdpica, sin recetar antibidticos
sistémicos a menos que existan signos de infeccién generalizada. Se discuten un protocolo de tratamiento para
mejorar el manejo de la lesién y la utilizacién de sustancias antisépticas alternativas a los antibidticos convencionales
actuales, ademds de aplicacién de conceptos de UNA SALUD para lidiar con el problema.

Palabras Clave: Heridas crénicas, multirresistencia, biopelicula, antimicrobianos alternativos, equinos
Abstract

The purpose of this article is to discuss some relevant facts found in several clinical cases of antibiotic resistance in
equines to raise awareness about the problematic, make a literature review on the topic and propose therapeutical
alternatives different to the use antibiotics currently available. The fistulous tract exemplifies a chronic wound that
presents itself as a subcutaneous tunnel exiting through the skin with presence of contaminated secretion. When the
tract is infected with multi-resistant bacteria and there is biofilm presence, the medical treatment is, therefore, a lot
more complicated, prolonged in time and expensive due to the cost of diagnostic procedures, veterinary management,
medicines, and hospital boarding, which is often required. In addition, normally, the expected zootechnical use of the
animal cannot be carried out until it heals, and its price is devalued due to the injury. The role of bacterial biofilms in
chronic infected wounds is addressed and due to the difficulty in identifying them, it is advisable to look for specific
clinical signs suggestive of the problem and apply the “Percival’s Diagnostic Algorithm” for the detection of biofilm.
Treatment should be based on repeated debridement and the application of topical antimicrobial therapy without
prescribing systemic antibiotics unless there are signs of generalized infection. A treatment protocol to improve the
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management of the injury and the use of alternative antiseptic substances to current conventional antibiotics are
discussed, as well as the application of “ONE HEALTH” concepts to deal with such problem.

Keywords: chronic wounds, multi-resistance, biofilm, alternative antimicrobials, equines
Resumo

O propésito deste artigo ¢ discutir alguns fatos relevantes encontrados em vérios casos clinicos de resisténcia
antibidtica tratados em equinos com o objetivo de conscientizar sobre o problema, revisar a literatura especializada
no tema ¢ propor alternativas terapéuticas diferentes ao uso dos antibiéticos disponiveis. O trato fistuloso
exemplifica uma ferida cronica e se manifesta como um tinel subcutineo com abertura para a pele que permite a
saida de secre¢do contaminada. Quando o trato estd infectado com bactérias multirresistentes e apresenta biofilme,
o tratamento médico torna-se significativamente mais complexo, prolongado e oneroso. Isso se deve aos custos
associados aos procedimentos diagndsticos, a0 manejo veterindrio, aos medicamentos e ao internamento hospitalar.
Além disso, o uso zootécnico esperado do animal geralmente nio pode ser realizado até sua completa recuperagio.
Adicionalmente, o valor do animal tende a depreciar devido 4 lesdo. O papel dos biofilmes bacterianos em feridas
com infecgdo cronica é abordado e, diante da dificuldade para identificd-los, aconselha-se a procurar os sinais clinicos
especificos sugestivos do problema e aplicar o “Algoritmo Diagnéstico de Percival” para a detecgdo de biofilme.
O tratamento deveria basear-se em desbridamento repetido e na aplicagio de terapia antimicrobiana tépica.
Antibiéticos sistémicos nio devem ser prescritos, a menos que existam sinais de infecgdo generalizada. Discute-se
um protocolo de tratamento para melhorar o manejo da lesdo e a utilizagdo de substincias antissépticas alternativas
aos antibidticos convencionais atuais, além da aplicagdo de conceitos de “Uma Satide” para lidar com o problema.

Palavras-chave: Feridas cronicas, multirresisténcia, biofilme, antimicrobianos alternativos, equinos.
1. Heridas Crénicas con Biopelicula: Revisién General

1.1. Introduccién

Las heridas de piel estin entre las condiciones mds comunes tratadas por veterinarios y tienen un impacto
financiero negativo en la industria equina. Un reporte de USDA/APHIS indica que entre 19 y 24% de las
eutanasias de caballos en Estados Unidos fueron el resultado de lesiones de piel o trauma (Gillespie et al., 2017).

Para tratar adecuadamente una herida es necesario conocer la estructura y funcién de la piel (Stick & Prangue,
2019a; Stick & Prangue, 2019b; Theoret & Stashak, 2008). Segtin Fonder et al. (2008) las heridas crénicas son
lesiones de piel que persisten por mds de seis semanas, manifestando una alteracién de un proceso normal
de cicatrizacién, encontrindose el mismo detenido en la fase inflamatoria (Attinger & Wolccott, 2012). Esto
ocurre debido a que contienen bacterias resistentes viviendo dentro de biopeliculas (Flemming & Wuertz,
2019) y afectando millones de pacientes anualmente, por lo que reviste de gran importancia para la salud
humana y animal (Tremblay et al., 2014).

Labiopeliculacomprometela cicatrizacién y subelos costos del tratamiento (Zoutman etal., 1998), agravindose
con la resistencia antibidtica (R A) que es una pandemia silenciosa sefialada como una de las mayores amenazas
mundiales en salud publica (Barrantes et al., 2022; DISARM Act of 2021, 2021; Magiorakos et al., 2012;
Ospina, 2021; Vanegas & Jiménez, 2020; Zumbado et al., 2022).
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1.2. Manejo Inicial de la Herida

El manejo médico de la herida primaria (Eggleston, 2018; Knottenbelt, 2002) tiene como metas prevenir la
infeccién y crear un ambiente éptimo para la reparacién de la lesion, con restablecimiento de la integridad
tisular, fuerza y funcién (Hanson, 2018), siendo necesario entender la patofisiologfa de la reparacién lesional
(Theoret, 2005), lo que incluye las anormalidades moleculares y celulares que impiden sanar a la herida.

Es fundamental conocer la importancia de la biopelicula en la cicatrizacién de la herida, tener opciones de
tratamiento no antibidtico, seguir directrices de consenso (Schultz et al., 2017; Weigelt et al., 2021) y usar
protocolos especificos contra esta patologfa (Bianchi et al., 2016; Kamaruzzaman et al., 2018; Kaur et al,,
2021; Percival et al., 2019; Rajput et al., 2022).

El cierre por primera intencién de la herida, usando técnicas asépticas en los minutos posteriores al accidente,
ha sido descrito por diversos autores (Armstrong et al., 2020; Auer & Kummerle, 2019; Hanson, 2018;
Hendrickson, 2019; Kamus & Theoret, 2018; Theoret & Schumacher, 2019) y se indican pautas de consenso
al respecto existiendo publicaciones para el manejo de diferentes tipos de heridas complicadas, tales como
lesiones a estructuras sinoviales (Joyce, 2007) heridas ubicadas en el crineo (Hunt et al., 1991), térax (Estrada-
McDermott et al., 2016; Laverty et al., 1996), otros 6rganos (Hendrickson & Virgin, 2005) y en extremidades
distales (Jann & Pasquini, 2005), ademds de heridas por armas de fuego (Munsterman & Reid, 2014; Vatistas
etal., 1995).

El manejo inicial es importante para la prevencién de la infeccién bacteriana postoperatoria (Engelke
& Oldhafer, 2010). Mientras la mayorfa de las heridas sanan ripidamente, otras no progresan a través del
proceso de cicatrizacién normal, resultando en heridas crénicas costosas de tratar y que concluyen de forma
considerable en morbilidad (Harries et al., 2016).

1.3. Infeccién Bacteriana en Heridas de Piel

Ocurre cuando las bacterias invaden tejido sano y se multiplican activamente, sobrepasando la respuesta
inmune del huésped (Dow, 2001; Hendrickson, 2019). El retraso en la cicatrizacién es uno de los primeros
signos clinicos de infeccién en una herida, lo que se traduce en dolor, molestias funcionales y calidad de la
cicatriz (Scalise et al., 2015).

El'uso de antimicrobianos no debiera reemplazar una meticulosa técnica quirdrgica minimamente traumdtica
y aséptica, lo que incluye un cuidadoso manejo tisular con aposicién exacta, hemostasia, preservacién de
irrigacién sanguinea, minima tensién sobre el tejido, material de sutura apropiado y obliteracién del “espacio
muerto” (Brumbaugh, 2005).

Los factores de riesgo para unainfeccién tisular incluyen contaminacion, procedimientos superiores a 60 minutos,
profundidades de anestesia que afectan perfusién / oxigenacién tisular y presencia de implantes médicos, de
acuerdo a Hanson (2018), autor que también menciona que las infecciones agudas y superficiales generalmente
son causadas por un microorganismo dominante, mientras que las infecciones crénicas o en heridas profundas
son a menudo polimicrobianas, siendo Staphylococcus sp. de las bacterias que mds comtinmente se presenta
en heridas subcutdneas, donde generan una respuesta inflamatoria crénica. Las infecciones traumdticas de
estructuras sinoviales generalmente son provocadas por Enterobacterias Gram-negativos, ademds de Streprococcus
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y Staphylococcus, siendo habitual la infeccién polimicrobiana (Hanson, 2018), para lo que es importante entender
algunas particularidades de la estructura bacteriana (Silhavy et al., 2010).

Existe discusién sobre la prevencién de infecciones postoperatorias (Brumbaugh, 2005; Engelke & Oldhafer,
2010) y las causas de infeccién de la herida quirtrgica (Alverdy et al., 2020; Brumbaugh, 2005). Mis opciones
descritas para el tratamiento lesional, incluyen el uso de presién negativa (Bischofberger, 2019; Cortell et al., 2019;
Kim etal., 2020; Launois et al., 2021); fotobiomodulacién con ldser (Crespo et al., 2019; Fekrazad et al., 2016) y el
potencial uso de Medicina Regenerativa en la reparacién lesional (Barrientos et al., 2014; Horsley, 2022).

1.4. Resistencia Bacteriana a los Antibidticos

La resistencia alos antibidticos es la capacidad de una bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibidtico
que inhiben/matan a otras de la misma especie (Alds, 2015).

Las bacterias responden a estimulos evolutivos tales como presiones ambientales (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologfa Médica [ANMAT], 2022; Alés, 2015; Sanidad Gobierno Espafiol,
2022), que son causadas por antibidticos presentes en varios nichos ecoldgicos y factores diseminadores,
complicindose por su uso desmedido en medicina humana, veterinaria e industria agropecuaria. También
debe incluirse al ambiente como un reservorio para genes de resistencia y bacterias resistentes (Barrantes et al.,
2022).

Se tiene una cantidad mucho mayor de microorganismos patégenos resistentes que agentes antimicrobianos
disponibles y la desproporcién entre ambos grupos aumenta cada vez que aparece una nueva cepa resistente.
Para tener una idea de esta adaptacién evolutiva, Treepong et al. (2018) mencionan que el clon ST235 de
Pseudomonas aeruginosa aparecié en Europa por 1984, coincidiendo con la introduccién de fluoroquinolonas
como tratamiento anti Psexdomonas, pero datos actuales sugieren que este clon existe en todo el mundo debido
a la presion selectiva de las fluoroquinolonas y ademds gracias a que se hizo resistente a los aminoglicosidicos,
(-lactdmicos y carbapenémicos, a través de la mutacién y porque poblaciones locales alcanzaron elementos de
resistencia. De acuerdo con Bobrov et al. (2022), es urgente contar con nuevas terapias contra P. aeruginosa.

Para Magiorakos et al. (2012) también otros patdgenos bacterianos evolucionaron a resistencia y
multirresistencia, concordando con el uso masivo de antibidticos en los tltimos 70 afios, tal como ocurre con el
numero actual de beta-lactamasas TEM (187 descritas a la fecha) pues antes de introducirse las cefalosporinas
de tercera generacién en 1982, solo se conocian TEM-1y TEM-2 (Alds, 2015). Varios antibiéticos perdieron
su efectividad contra estafilococos coagulasa negativa (Coraga et al., 2021), generando un reto cientifico para
crear nuevos antibiéticos (Zumbado et al., 2022).

Conlaaparicién del COVID-19 se presenta un aumento en la resistencia antibidtica, relacionado al incremento
del uso de antibiéticos durante esta pandemia (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2022;
Tacconelli & Pezzani, 2019).

Los mecanismos de resistencia en biopeliculas bacterianas son mencionados por Stewart (2002) y mds adelante
en el punto 1.7.

Varias entidades internacionales promueven el uso responsable de antibiéticos, exclusivamente bajo control
veterinario, entre ellos la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and
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Drug Administration [FDA], 2018), el Ministerio de Sanidad Gobierno Espafiol (2022) y la Agencia Europea
de Medicamentos (European Medicines Agency [EMA], 2022), que emite una directriz donde exige contar
con prescripcién veterinaria para comerciar antibidticos.

La literatura evidencia la inversién millonaria efectuada actualmente para detener estos enemigos bacterianos
(AMR Action Fund, 2022; DISARM Act of 2021, 2021; PASTEUR Act of 2021, 2021), sobre todo contra
bacterias categorizadas por el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos (CDC,
2022) y la Organizacién Mundial de la Salud (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2016), quienes
lo consideran como una prioridad global. La OMS publica la lista de bacterias para las que urgen nuevos
antibidticos (OMS, 2017) elaborada por un grupo de expertos internacionales en conjunto con la Universidad
de Tiibingen en Alemania.

Cuadro 1.

Lista de la Organizacién Mundial de la Salud de Bacterias Patégenas prioritarias para I+D de nuevos antibidticos.

Prioridad 1: CRITICA
*  Acinetobacter baumanniz, resistente a los carbapenémicos
*  Dseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

*  Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL

Prioridad 2: ELEVADA
*  Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina
o Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina
*  Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
> Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas
> Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas

*  Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA
*  Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
*  Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

*  Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

Fuente: OMS (2017).
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1.5. Heridas Crénicas

Las lesiones persistentes, segun indica Kane (2001, p.7) son: “sintoma de enfermedades subyacentes que
complican el potencial del paciente para sanar” y ante una herida crénica se indica hacer un examen clinico
general, ya que estas lesiones actualmente son consideradas de gran importancia, dada su mayor incidencia,
morbilidad y la inherente carga socioeconémica (Hendrickson, 2019). Su abordaje ha mejorado con
prevencién, diagndstico y tratamiento, siendo los protocolos basados en evidencia los nuevos estindares de
terapia (Falanga et al., 2022).

En la literatura hay revisiones sobre la prevalencia de biopeliculas en heridas crénicas y estudios de meta-
andlisis de los datos publicados (Malone et al., 2017), siendo dichas lesiones caracterizadas por bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, con mayor presencia Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirvabilis y P. aeruginosa
(Khatoon et al., 2018).

Estudios realizados mediante microscopia electrénica, revelan que entre el 60-80% de heridas crénicas estin
pobladas con biopéliculas bacterianas (James et al., 2008; Parrilli et al., 2022), comprometiendo la cicatrizacién
normal y generando mayores costos (Percival et al., 2015; Westgate et al., 2011).

1.6. Tractos Fistulosos

Se trata de heridas crénicas, con frecuencia hallados en la préctica veterinaria, que se pueden describir como
pasajes anormales refractarios a tratamiento, localizados entre un 6rgano y la piel, cuya causa deriva de una
etiologfa traumdtica, cuerpos extranos, infeccién o cirugfa, siendo citados por la literatura en varios casos
con diferentes etiologias, localizaciones anatémicas y protocolos de terapia (Alverdy et al., 2020; Estrada-
McDermott et al., 2016; Farr et al., 2010; Gift & DeBowes, 1989; Hendrickson & Virgin, 2005; Hendrix
& Baxter, 2005; Jann & Pasquini, 2005; Laverty et al., 1996; Magee et al., 1997; Miinzer & Lubczyk, 1995;
Peloso et al., 1991; Rademacher et al., 2006; Schumacher, 2019; Uldahl & Clayton, 2019).

Los granulomas por cuerpo extrafio (como las suturas) pueden generar tractos fistulosos con drenaje purulento
(Cardonaetal., 2016). En equinos ocurre la funiculitis séptica post-castracién (cordén cirrético), donde cicatriza
la incisién escrotal, pero los restos del cordén aumentan de tamafio con tejido de granulacién y mini-abscesos,
los cuales descargan secrecién (Schumacher, 2019). Frecuentemente, estos tractos estn infectados por bacterias
multirresistentes con biopelicula y producen secrecién purulenta de cantidad variada que drena por una salida
en piel (Hendrickson, 2019) llamada estoma o meato fistuloso, el cual puede eclosionar en variados lugares del
paciente (como se muestra en las Figuras 1y 2).
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Figura 1. Galerfa mostrando fotografias con signos clinicos presentados por diferentes caballos atendidos en el
Hospital Equino, Escuela de Medicina Veterinaria, UNA.

La figura 1 muestra: (a) Trauma por cuerpo extrafo es causa frecuente de heridas infectadas en equinos. Aquf
vemos una lesién subcutdnea profunda originada por una estaca la cual libera restos de cuerpo extrafio causando
infeccién crénica y posterior tracto fistuloso, (b) y (c) son ejemplos del meato ubicado a la salida del tracto,
en el primer caso por fractura de un proceso espinoso toracal infectado y en el segundo como secuela de
funiculitis séptica post-castracién - en ambos pacientes se limpid la secrecidn para efectos de fotografiar dicho
estoma de salida, (d) a (g) muestran abundante secrecién purulenta la cual es una caracteristica de esta patologfa.
En animales (d) y (e) se aisl6 P. aeruginosa multirresistente con pus de caracteristico color verdoso.

Ladiseccién quirtrgica del estomay el tracto fistuloso subyacente, muestran las paredes del ducto generalmente
recubiertas por una membrana de tejido conectivo, con diferentes cantidades de secrecién acumulada (se
limpid para efectos de visualizar estoma) y material color café de aspecto gelatinoso al fondo del tracto (Fig.
2), tal y como lo reporta Dalton et al. (2011).
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Figura 2. Galerfa de fotografias en paciente equino infectado con Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus.
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La Figura 2 muestra: a) Vista externa del meato (sefialado por flecha). Secrecién se limpi6 para visualizar el
estoma, b) Lesién depilada y limpia para mostrar la salida del ducto, ¢) Diseccién quirdrgica del tracto, d) Pared
del tracto conformado por estructura membranosa de tejido conectivo con material de aspecto gelatinoso color
café al fondo de la herida, e) La histopatologfa (Exp. B1107-22, Dpto. Patologfa, EMV/UNA) de esa membrana
reporta una “proliferacién de tejido conectivo reactivo con angiogénesis, asociada con un infiltrado inflamatorio
(macréfagos, neutrdfilos degenerados y linfocitos) que tiene una distribucién multifocal con hemorragias y
tractos fistulosos sefialado con las flechas. Tejido de granulacién con inflamacién piogranulomatosa crénica de
etiologfa bacteriana” (tincién H&E, 40x), f) Misma lesién después del desbridamiento quirtrgico y curetaje
respectivo restaurando una base viable dela herida, g) y h) Muestran la cirugfa en campo bajo anestesia intravenosa
(iv.) (en inglés: total intravenous anesthesia [TIVA]) para hacer los procedimientos anteriores y técnica correcta
para empacar la cavidad usando una mecha de gasa impregnada con polihexametileno biguanida o polihexanida
(PHMB), la cual sirve en este paciente también como drenaje a la cavidad.

Para tratar los tractos fistulosos, primero se debe identificar su recorrido (Inceoglu & Gencosmanoglu, 2003)
siendo el paso de una sonda o instrumento, manipulado de externo a interno dentro del ducto la técnica mds
confiable para valorar su curso, pudiendo complementarse este diagndstico con el uso de imdgenes médicas
como rayos X (Butler et al., 2017), fistulografia con medio contraste (Estrada-McDermott & Estrada-Umania,
2020) y ultrasonido (Cartee & Rumph, 1984, Miinzer & Lubczyk, 1992).

1.7. Biopelicula

La biopelicula es la forma de vida mds antigua, exitosa y distribuida ampliamente en el planeta Tierra (Westall et al.,
2001), con una excelente estrategia de adaptacién a condiciones extremas (Parilli et al., 2022) e incluso estas estructuras
pueden ser 1000 veces mds resistentes a los agentes antimicrobianos que los organismos de vida libre (Wei et al., 2019).

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que se adhieren, se adaptan a las superficies
(Tolker-Nielsen, 2015), y crecen incrustados en una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares
(Flemming & Wingender, 2010). Es discutido el rol de las biopeliculas en el microambiente y la microbiologfa de las
heridas en piel (Scalise et al., 2015), asi como la forma de explicar la patogénesis de la biopelicula (Wu et al., 2019). Se
menciona el impacto de las biopeliculas microbianas en dreas médicas (Ortega-Pefia et al., 2018). Menciona Westgate
etal. (2011) que, especificamente en heridas equinas, se reportan biopeliculas bacterianas.

Es importante recordar que las bacterias presentan dos formas de vida: 1) Células independientes (planctdnicas)
productoras de infecciones agudas generalmente tratables con antibidticos y 2) Agregados sésiles o fenotipo de
crecimiento con biopeliculas que producen lesiones crénicas resistentes a terapia (Bjarnsholt, 2013; Bjarnsholt et al.,
2013; Dawgul et al., 2014), considerando ademds la importancia de las biopeliculas fngicas (Short et al., 2023).

Por otro lado, también se describe el rol del tejido muerto y de la biopelicula retrasando la cicatrizacién de lesiones
crénicas (Newton et al., 2017; Zhao et al., 2012), lo que aumenta el interés cientifico en la formacién de la biopelicula
y su correcto abordaje médico (Jones, 2012; Newton et al., 2017). Algunos autores opinan que la investigacién sobre
biopeliculas estd limitada por la falta de modelos estandarizados que reproduzcan el microambiente de la herida
(Weigelt et al., 2021), aunque otros, como Diban et al. (2023), recomiendan el uso del modelo 77 vitro de Lubbock
para biopeliculas de heridas crénicas. Se reporta un modelo ex vivo de piel para la evaluacién de biopeliculas bacterianas
maduras (Yang etal., 2013).
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Se menciona (Khatoon et al., 2018) que bacterias Gram-positivas y Gram-negativas pueden formar biopelicula,
pero las mds comunes probablemente son E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, S. viridans, E. coli, K.
pneumoniae, P. mirabilis y P. aeruginosa. Manifiesta Banerjee et al (2015) que la biopelicula de P. aeruginosa
se encuentra comunmente en heridas crénicas.

Una biopelicula se forma por un agregado de microorganismos que se asocia con superficies bidticas o abidticas
(Asma et al., 2022; Das Ghatak et al., 2018; Percival et al., 2015; Scalise et al., 2015; Vert et al., 2012) y su formacién
depende, en parte, de una forma de comunicacién interbacteriana conocida en idioma Inglés como “Quorum
Sensing” (QS), en la cual, pequenas moléculas difusibles llamadas “autoinductores” regulan la expresién genética y
permiten que las poblaciones bacterianas pasen de forma plancténica a biopelicula, funcionando como una entidad
multicelular (Cos et al., 2010; Donné & Dewilde, 2015; Parsek & Greenberg, 2005; Stewart, 2002). El agregado se
mantiene agrupado por una sustancia polimérica extracelular (SPE) viscosa, segregada por las bacterias y formada
por polisacdridos, proteinas, dcidos nucleicos y lipidos que estabilizan mecdnicamente la biopelicula, facilitando su
adherencia a superficies y formando una red 3D que transitoriamente interconecta, inmoviliza y protege las bacterias
dentro de la biopelicula, sirviendo como barrera defensiva contra antimicrobianos y anticuerpos (Flemming et al.,
2016; Flemming & Wuertz, 2019; James et al., 2008; Singh et al., 2010; Tremblay et al., 2014). Diferentes abordajes
terapéuticos contra las biopeliculas son mencionados (Asma et al., 2022; Jorgensen et al., 2021; Rybtke et al., 2015;
Saeed et al., 2019; Tolker-Nielsen, 2014).

2. Diagnéstico de Herida Cronica y Biopelicula

2.1. Detecci6n de la Biopelicula

Ademis de la valoracién médica del tracto fistuloso antes descrita (ver punto 1.6), ciertos indicadores clinicos
permiten sospechar la presencia de la biopelicula (Harries et al., 2016; Keast et al., 2014). Se puede encontrar
consenso sobre pautas para la identificacién de la biopelicula en heridas crénicas (Heiby et al., 2015; Schultz
etal., 2017).

El diagnéstico en estas lesiones se debe iniciar basado en anamnesis y signos clinicos, pues las infecciones
presentes por mds de un mes, sin respuesta a la antibioterapia, con retardo en cicatrizacién, con tejido de
granulacién débil y sin epitelizacion, con aparicién de un material gelatinoso en el fondo de la herida, el
cual surge nuevamente, aunque se limpie y presencia de secrecién purulenta (ver Fig. 2), son sugestivos de
biopelicula (Dalton et al., 2011). El siguiente paso es continuar con el cultivo bacteriano de la secrecién y
respectivo PSA. Soriano-Garcia (2010) refiere que: “el conocimiento de los parimetros farmacocinéticos de
cada antimicrobiano permite aproximaciones farmacodindmicas predictivas del éxito o fracaso del antibidtico
ante una determinada infeccién y conocer esta susceptibilidad es importante en casos de bacteriemia o
septicemia cuando se requiere usar antibiético sistémico”.

Las biopeliculas son dificiles de identificar con técnicas diagndsticas de rutina (Harries et al., 2016; Jorgensen
et al., 2021; Weigelt et al., 2020), atin si se utilizan agentes reveladores para biopeliculas (como son: fucsina
o fluoresceina), existe una gran posibilidad que las mismas no se observen en la biopsia, dando un resultado
talso negativo (Heiby et al., 2015). Esto ocurre debido a que la biopelicula crece sobre la superficie bioldgica
en “parches no confluentes” lo que hace probable que no venga en la muestra tomada con la biopsia, por lo
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que la deteccién de la biopelicula dentro de heridas necesita el uso de técnicas avanzadas que todavia no estdn
disponibles dentro de un diagnéstico rutinario, tales como el microscopio electrénico (Iliescu et al., 2019).

En ese contexto, se propone un “Algoritmo Diagnéstico para Deteccidn de la Biopelicula”, el cual no requiere
toma de biopsia y determina la presencia de biopelicula en una herida, permitiendo al clinico enfocarse en la
estrategia del manejo inmediato (Percival et al., 2015). El desarrollo de técnicas no invasivas para cuantificar
biopeliculas aumentard la facilidad para su investigacién y terapia en heridas (Weigelt et al., 2021).

Recientes investigaciones reportan dos pruebas que detectan inflamacién crénica, conocidas en idioma
inglés como “Elevated neutrophil derived Protease Activity” (EPA) y otra basada en la patogénesis bacterial
denominada “Bacterial protease activity” (BPA) (Armstrong et al., 2020; Serena et al., 2021; Serena et al.,
2022). Comenta Armstrong et al. (2020) que un panel de expertos consensué que el clinico debe investigar
BPA primero, debido al riesgo de infeccién invasiva producto de las bacterias patdgenas presentes vy, si el
resultado es negativo, se recomienda entonces medir EPA.

Rajput et al (2022) reportan una plataforma para predecir inhibidores de biopelicula. Diferentes opciones
diagndsticas en sensores para biopelicula y nuevos materiales que ofrecen mejor deteccién, especificidad
quimica y biocompatibilidad, actualmente se encuentran disponibles (Darvishi et al., 2022). También se
citan en la literatura otros abordajes biotecnoldgicos innovadores tales como andlisis del exudado o andlisis
transcriptémicos (Wu et al., 2019).

3. Tratamiento de Herida Crénica y Biopelicula

3.1. Nuevas Estrategias de Manejo Terapéutico

Debido al desarrollo de la resistencia antibidtica, se sugieren algunos novedosos y diversos protocolos
terapéuticos, que incluyen el uso de surfactantes y agentes activos antisépticos sin resistencia reportada
(Babalska et al., 2021; Bianchi et al., 2016; Falanga et al., 2022; Hanson, 2018; Kamaruzzaman et al., 2018;
Kaur et al., 2021; Kramer et al., 2018; Malone et al., 2017; Sionov & Steinberg, 2022), asi como técnicas para
dispersién de la biopelicula (Rumbaugh & Sauer, 2020).

Es importante mencionar que la biopelicula resiste terapia desde 48-96 horas después de desarrollada, pero se
dispersa atacindola repetidamente con un esquema regular de tratamiento (Baker et al., 2016), obligindola
a reformarse y reagruparse, tiempo durante el cual es susceptible a los antibacterianos y defensas del huésped
(Attinger & Wolccott, 2012). Ante sospecha de biopelicula en cualquier herida, se ocupa un tratamiento
agresivo con remocion fisica de la misma y del tejido no saludable adyacente, lo que se logra por desbridamiento
mids aplicacién local de antimicrobianos para eliminar restos persistentes (Jorgensen et al., 2021). Para
Nusbaum et al. (2012), los tratamientos deberfan enfocarse hacia la disrupcién de la biopelicula, prevenir su
formacién y reformacion.

La dispersién de biopelicula con biosurfactantes es citada por Banat et al. (2014), aunque se reporta un posible
efecto citotdxico (Rodriguez-Lépez et al., 2020). Varios autores recomiendan terapia de presién negativa con
instilacion, para el tratamiento de heridas infectadas (Cortell et al., 2019; Launois et al., 2021), ademds, se
discuten tecnologfas con nuevos materiales para erradicar biopeliculas, incluyendo “microburbujas” inducidas
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por ultrasonido y nanomateriales, que penetran la biopelicula acarreando simultdneamente antimicrobianos
activos (Darvishi et al., 2022).

La inhibicién del QS tiene un efecto anti-biopelicula (Brackman & Coenye, 2015; Hernando et al., 2020;
Jakobsen et al., 2013; Sionov & Steinberg, 2022). Soto (2013) describe el efecto de las bombas de eflujo sobre
la resistencia antimicrobiana en la biopelicula. Kaur et al. (2021) mencionan que la inhibicién dual de QS y las
bombas de eflujo bacterianas, son un mecanismo contra la multirresistencia. Se diserta sobre dispersién de la
biopelicula, diferenciando este activo y regulado proceso de otros procesos pasivos como desorcién y desapego
(Petrova & Sauer, 2016; Rumbaugh & Sauer, 2020). Wolcott et al. (2010) proponen manejar la herida crénica
a partir del control de la biopelicula.

3.2. Manejo Terapéutico de la Herida

3.2.1. “WBP” & “TIME”.

El concepto de “preparacién del lecho de la herida” (“Wound Bed Preparation” o WBP) es publicado por Schultz
et al. (2003), sirviendo como guifa estructurada para el manejo de la herida que evoluciona hasta un abordaje
removedor de las barreras que impiden la curacién natural de estas lesiones, aumentando los efectos positivos
de las terapias usadas. Posteriormente se propone el acrénimo “TIME” (Schultz et al., 2004) que describe
cuatro aspectos indispensables en la WBP y que son: “Tissue Inflammation / infection”, “Moisture imbalance”
y “Epithelial edge advancement”, que se traducen al espafiol como tejido, inflamacién/infeccién, desbalance
de humedad y borde epitelial, los cuales deben abordarse para que la curacién de la herida sea efectiva. Este
acrénimo ha sido ampliamente aceptado en la prictica clinica para valorar y manejar heridas crénicas, segin
lo indica Harries et al. (2016) y debe ser aplicado cuanto antes pues la posibilidad del cierre lesional exitoso
disminuye cudnto mds tiempo transcurra desde el trauma inicial (Bosanquet & Harding, 2014).

El concepto TIME se aplica asi: “T” implica valorar la herida por presencia de tejido desvitalizado, necrético o
esfacelado, cuerpos extrafos, exudado o biopelicula. La intervencién consiste en la limpieza y desbridamiento
de la herida. La “I” se refiere a evaluar la etiologfa y tratamiento de la infeccién o de la inflamacién no
relacionada a dicha infeccién. La intervencion incluye el uso de antimicrobianos tépicos y en algunos casos
de antibiéticos mds antiinflamatorios sistémicos. La “M” implica la valoracién y el manejo de los exudados
producidos por la herida. Para terminar la “E” recuerda examinar el avance del epitelio y la condicién de la piel
circundante. Estos protocolos son un abordaje sistemdtico para evaluar la evolucién de las heridas y todos sus
componentes deben ser contemplados para mejorar las posibilidades de una curacién exitosa (Harries et al.,
2016), facilitando la aplicacién de medidas terapéuticas posteriores (Ovens & Irving, 2018; Pilcher, 2016), lo
que incluye el uso correcto de los apésitos (Stashak et al., 2004).

3.2.2. Limpieza de la Herida

El concepto se refiere a remover, de la lesién y piel contigua, todos los contaminantes presentes, incluyendo
cuerpos extrafios, detritos, tejido necrosado, microbios, biopelicula y restos de apdsitos previos (Harries et al.,
2016; Pilcher, 2016; Wolcott & Fletcher, 2014).
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Se usan productos para limpieza de la herida (Mangkorntongsakul & Oarkley, 2019), los mismos se aplican
antes o junto con agentes desbridantes para remover dichos contaminantes fisico-quimicos que impiden la
cicatrizacién y generalmente sus mecanismos dependen del poder limpiador de surfactantes incorporados
para remover los detritos (Das Ghatak et al., 2018).

Elaguay lasolucién salina se utilizan como agentes limpiadores, pero no promueven la cicatrizacién de heridas
crénicas mientras que el yodo y peréxido son considerados citotéxicos, especialmente para el nuevo epitelio.

El polihexametileno biguanida o polihexanida (PHMB) no presenta resistencia y usindolo combinado con el
surfactante betaina, elimina microbios de la herida e impide la recontaminacién (Collier & Hofer, 2017); esta
combinacién ofrece una limpieza de la herida muy efectiva (Ovens & Irving, 2018).

Para Anglen etal. (2003) la mayoria delos surfactantes (algunosincorporados ajabonesliquidos antibacterianos
comerciales), son empleados como soluciones limpiadoras y exfoliantes para las heridas. En opinién de Ousey
y McIntosh (2010), la irrigacién remueve contaminantes bacterianos de la herida y los surfactantes rompen las
uniones entre bacterias y herida.

3.2.3 Surfactantes

También son llamados tensoactivos porque disminuyen la tensién superficial entre dos liquidos o entre
un liquido y un sélido. Se denominan “anfifilicos” (hidrofilicos en un extremo e hidrofébicos en el otro)
y se adsorben en la interfase entre dos sustancias (como por ejemplo agua y aceite), decreciendo la tensién
superficial (Vert et al., 2012). Emulsificante es un surfactante que estabiliza emulsiones, pues cubre gotas y
particulas pequefias impidiendo coalescencia de estas (Rebello et al., 2013). Detergente es un surfactante con
propiedades limpiadoras en soluciones diluidas (Cassiday, 2021).

Aspectos fisiolégicos de los surfactantes en microbiologfa y biotecnologfa son tratados por Van Hamme et al.
(2006). Percival et al. (2017) habla sobre el rol de tensoactivos en el manejo de la biopelicula y Percival et al.
(2019) se refiere al comportamiento celular.

La aplicacién de surfactantes (ver Fig. 3d) para eliminar tejido necrédtico, provee una alternativa que disminuye
la cantidad de desbridamiento quirdrgico por realizar, lo cual se asocia con dolor, anestesia, altos costos y la
necesidad de un cirujano entrenado para efectuar el procedimiento, por lo que usar surfactantes como exfoliantes
y soluciones limpiadoras de heridas es una alternativa que ha sido propuesta (Das Ghatak et al., 2018).

Yang et al. (2017) observa que tanto surfactantes sintéticos como naturales previenen y remueven biopeliculas.
Marchant y Banat (2012) realiza una publicacién en la que refiere que los “Biosurfactantes” son un reemplazo
sustentable paralos surfactantes quimicos, perolaevidencia clinica favorece el uso de opciones sintéticas (poloxémeros
y betainas, entre otras), como una solucién promisoria para tratar las heridas crénicas (Percival et al., 2018). Das
Gathak et al. (2018) mencionan el potencial del Poloxomer como agente transportador para antimicrobianos.

Para Rumbaugh y Sauer (2020) debido a que el estado plancténico bacteriano es mds vulnerable, se considera
la dispersion una avenida promisoria para controlar biopelicula.

El uso de tensoactivos para irrigacién de la herida (Gabriel, 2022) como “agentes anti-biopelicula”, ha ganado interés
en sectores médicos debido a su potencial antimicrobiano pues dispersan la SPE de biopeliculas recalcitrantes que
previenen el cierre de la herida (Percival & Suleman, 2015; Singh et al., 2007; Van Hamme et al., 2006).
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Algunos surfactantes orgdnicos usados comercialmente en jabones liquidos son la Cocamidopropyl PG-
Dimonium Chloride Phosphate en concentraciones de 0,5 hasta 5% o la Cocamidopropyl Betaine (Kiser,
2016), ambos derivados del aceite de coco. El 4dcido etilendiaminotetracético (EDTA) penetra microbios
aumentando la susceptibilidad a los antimicrobianos (Kite et al., 2004; Percival et al., 2014).

Yang et al. (2017) y Das Ghatak et al. (2018), manifiestan que los apdsitos comerciales impregnados con
surfactantes, como el Prontosan'™ (PHMB + Betaina) de B. Braun Labs., tratan heridas crénicas con
biopelicula. Ademds, se menciona sobre el uso de un apésito surfactante polimérico no-iénico (acrénimo
inglés es “SPD” para “Surfactant Polymer Dressing”) con nombre comercial PluroGel® (Medline Industries
Inc.). También se reporta un biosurfactante lipopeptidico llamado Viscosin® que dispersa efectivamente la
biopelicula de P. fluorescens SBW25 (Bonnichsen et al., 2015).

El efecto citotdxico de algunos surfactantes es citado por Rodriguez-Lépez et al. (2020), y Rebello et al. (2013)
se refieren a su rol contaminando el medio ambiente.

3.2.4. Desbridamiento

Manifiesta Steed (2004) que este procedimiento es clave en el manejo de las heridas crénicas y, de acuerdo a la
Real Academia Espafiola (s.f., definicién 2), desbridar significa “separar las bridas o filamentos que atraviesan
una llaga y estorban la libre salida del pus”. El procedimiento consiste en remover de la herida el tejido muerto
o infectado para mejorar la cicatrizacién (ver Figuras 2c, 2d, 3e y 3f).

En el caso de los tractos fistulosos primero se ubica anatémicamente la estructura (Figuras 3a a 3c).
Posteriormente se remueve el tejido necrdtico o desvitalizado, cuerpos extrafios, biopeliculas, células
senescentes y enzimas inflamatorias que impiden la correcta cicatrizacién de la herida, restaurando una base
viable en la lesién con una matriz extracelular funcional (ver Fig. 2f). Al remover la carga necrdtica las heridas
crénicas se convierten en agudas (Percival & Suleman, 2015), pues el tejido desvitalizado prolonga el estado
inflamatorio y es reservorio para biopelicula (Newton et al., 2017).

La forma directa para efectuar el desbridamiento es la excisién quirdrgica (Wolcott et al., 2010), sin embargo,
otras técnicas pueden ser utilizadas en pobres candidatos para cirugfa o con acceso limitado a cirujanos
calificados (Steed, 2004). Los tratamientos deben causar disrupcién de la biopelicula ademds de prevenir
su formacién y reformacién (Nusbaum et al., 2012), siendo clave el desbridamiento regular de las heridas
crénicas para remover la biopelicula (Cowan, 2015; Grothier, 2015; Wolcott et al., 2010) y dispersarla en los
exudados promoviendo la cicatrizacién normal (Newton et al., 2017). Estas bacterias podrian volver a adherirse
formando nueva biopelicula, lo que refuerza la idea de aplicar surfactantes y antisépticos locales regularmente
a la herida para reducir la carga microbiana (Babalska et al., 2021; Chindera et al., 2016; Dart et al., 2016;
Hiubner et al., 2010b), asegurando que las condiciones locales sean desfavorables para que la biopelicula se
vuelva a formar.

Varios antisépticos topicos pueden emplearse tales como apésitos que secuestran e inmovilizan microbios,
enzimas y toxinas, incluyendo PHMB, cloruro de benzalconio, yodo, clorhexidina y bismuto (Serena et al.,
2007; Wild et al., 2016) y plata, pero se reporta que existe insuficiente evidencia para recomendar el uso de
plata en forma de apdsitos o agentes tépicos para el tratamiento de heridas crénicas infectadas (Vermeulen et
al., 2007).
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Otros autores recomiendan combinar desbridamiento con identificacién del microorganismo involucrado,
permitiendo terapias especificas (antibidticos o biocidas) enfocadas en eliminar esa biopelicula particular y
aumentar la efectividad del desbridamiento (Attinger & Wolccott, 2012).

Una herida puede desbridarse con procedimientos quirdrgicos, agentes autoliticos, enzimas, quimicos,
ultrasonido e irrigacién con soluciones limpiadoras (Leaper, 2002). También se pueden utilizar métodos
mecdnicos como Prontosan Debridement Pad™ de Labs. B. Braun, el cual es un apdsito hecho con microfibras
(1/100 de un cabello humano) que se adhieren al lecho de la herida, absorben exudado, atrapan células y tejido
muerto sacando todos los detritos de la herida cuando es retirado el apésito, al cual se adhiere el material
necrotico. Otro ap6sito monofilamento con similar funcién ha sido reportado por Schultz et al. (2018), siendo
el uso de estas técnicas mecdnicas menos riesgoso para el paciente y lecho de la herida.

El desbridamiento autolitico es mencionado por Atkin y Rippon (2016) como forma de remover el tejido
desvitalizado. Biocirugfa usando larvas estériles de la mosca Lucilia sericata se menciona para debridar y
controlar la infeccién bacteriana en heridas crénicas, pues dichas larvas se alimentan solamente del tejido
muerto y estimulan la cicatrizacién, menciondndose en la literatura diferentes protocolos para esta terapia
(Bexfield et al., 2008; Daeschlein et al., 2017; Flores da Silva & Teixeira, 2013; King, 2020; Margolin &
Gialanella, 2010; Sherman, 2014; Smith et al., 2008; Steenvoorde & Jukema, 2004; Whitaker et al., 2007),
aunque no se encontrd reporte de su aplicacién en el tratamiento de tractos fistulosos.

3.2.5. Antiséptico

De acuerdo con Kramer et al. (2018), se trata de una “sustancia quimica aplicable tépicamente sobre
algunos tejidos vivos (piel, mucosas, heridas) sin afectarlos, con el fin de reducir o eliminar la poblacién de
microorganismos”, siendo estos firmacos muy importantes para controlar bacterias multirresistentes.

Las heridas crénicas infectadas con biopelicula son un reto médico complicado y la aplicacién de soluciones
antisépticas contra dicha infeccién ha ganado interés entre los cientificos (Krasowski et al., 2021), siendo estos
medicamentos usados para lavado, limpieza y tratamiento de heridas. Percival et al. (2016) reportan la alta
eficacia de los antisépticos contra las biopeliculas y el efecto sobre el pH.

Un antiséptico debe tener amplia actividad antimicrobiana (virus, hongos y bacterias); poder ser usado por
largos periodos ¥ SET $eguro; NO causar reacciones alérgicas nidolor; no ser téxico, carcinogénico ni mutagénico;
tener sabor, olor, color y consistencia apropiadas; no interferir con cicatrizacion y presentar actividad contra la
biopelicula bacteriana (Babalska et al., 2021).

Los antisépticos mds empleados por décadas han sido alcohol etilico, yodéforos y clorhexidina (McDonnell
& Russell, 1999), pero el grupo médico llamado “Sociedad Polaca para Tratamiento de Heridas y Consenso
Alemin sobre Antisepsia en Heridas”, citado por Babalska et al. (2021), dice que solamente debemos usar
octenidina (OCT), polihexanida (PHMB), yodo povidona (PVP-I), hipoclorito de sodio y nanoplata, también
recomendados por otros autores (Hiibner et al., 2010a; Junka et al., 2014; Kaehn, 2010; Krasowski et al., 2021;
Muller & Kramer, 2008).

Los hidrogeles antimicrobianos son de gran valor en el tratamiento de heridas (Maliha et al., 2021). El PHMB
es un antiséptico catiénico de amplio espectro antimicrobiano, sin resistencia conocida, no citotdxico, con
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excelente tolerancia, perfil de bajo riesgo, que trabaja en lesiones secas o hiimedas y efectivo hasta por siete dfas.
Su accién fisicoquimica sobre el envoltorio bacteriano impide el desarrollo de cepas bacterianas resistentes
(Kaehn, 2010).

Mientras el PHMB comparte atributos con otros agentes catidnicos, también tiene otras acciones que lo hacen
Unico en este grupo y tiene un efecto bactericida (Gilbert & Moore, 2005; Krasowski et al., 2021; Weigelt et al.,
2021), debido a su mecanismo de accién diferente, pues esta droga traspasa la membrana fosfolipidica externa
bacteriana, entraala célula y se dirige al nticleo donde alcanza los cromosomas a los que condensa selectivamente,
deteniendo la divisién celular y formando focos intracelulares inservibles de ADN, lo que produce colapso y
muerte de la célula bacteriana sin dejar residuos que puedan mutar o replicarse (Chindera et al., 2016), ademds de
ser efectivo contra la biopelicula de P. aeruginosa (Hiibner et al., 2010a; Percival et al., 2014).

La resistencia bacteriana adquirida no ha sido reportada para el PHMB y esta condensacién selectiva de los

cromosomas bacterianos ofrece un paradigma anticipado de accién antimicrobiana que eventualmente no
sucumbird a la RA (Chindera et al., 2016).

El principal uso del PHMB es para el tratamiento de heridas, especialmente crénicas y se contraindica en
lavados peritoneales, del sistema nervioso central y cartilago (solamente en concentracién < 0.005%) segin
instrucciones del fabricante. Se presenta comercialmente como apésitos de gasa impregnados (Ej. Kerlix®,
Labs. Covidien) - ver Figs. 2h y 3h. La forma liquida (ver Fig. 3i) generalmente se prescribe como preparacién
magistral y se usa para la irrigacién de la herida (Gabriel, 2022). Otros antisépticos contienen elementos
metédlicos como plata (Babalska et al., 2021; Gillespie et al., 2017) y yodo povidona (Iliescu et al., 2019).

El bismuto usado en heridas crénicas es un biocida para considerar en esta era de emergencia microbiana
por la RA (Herndndez et al., 2012; Iliescu et al., 2019; Malpass et al., 2003; Serena et al., 2007; Wild et
al., 2016). Se reporta (Maliha et al., 2021) un hidrogel de nano celulosa combinado con el antimicrobiano
tenil bis-fostinato de bismuto (III), el cual a concentraciéon de 9 ug/g mostré actividad bactericida contra
A. baumannii y P. aeruginosa, ademds de un efecto bacteriostitico contra Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a la vancomicina (VRE), sin presentar efectos tdxicos en los
fibroblastos de mamiferos. Serena et al. (2007) menciona el uso del subgalato de bismuto. El tribromofenato
de bismuto (BTP) al 3% (como Xeroform® de Laboratorios Covidien Inc., entre otros), es un biocida bastante
eficiente para controlar infeccién y secrecién (Wild et al., 2016). Maillard et al. (2021) indican la necesidad de
monitorear posible desarrollo de RA en algunos de estos compuestos. Hendrickson (2019), describe los usos
correctos y diferentes tipos de apdsitos.

Miiller y Kramer (2008) publica un “Indice de Biocompatibilidad de Agentes Antisépticos” por evaluacién
paralela de actividad antimicrobiana y citotoxicidad celular. Una prueba para identificar la eficacia de
antisépticos contra la biopelicula de P. aeruginosa 'y S. aureus es propuesta por Junka et al. (2014).

En resumen, si se sospecha de una infeccién con biopelicula, se indica un tratamiento agresivo de la herida
incluyendo surfactante, remocién fisica de la biopelicula y el tejido enfermo por desbridamiento més la
aplicacién inmediata del antiséptico para matar las bacterias remanentes, lo que suprime crecimiento de la
nueva biopelicula y ademds se complementa con irrigacién terapéutica regular (Schultz et al., 2017; Weigelt et
al., 2021; Wolcott & Cox, 2013).

®© @ Licencia Creative Commons Juan M. Estrada-McDermott, Yayo Vicente-Salazar, José Vargas-Arrieta, Adriana Alpizar-Boza, Randall Rubi-Chacén, Edgar Alfaro-Umana, Tiffany
Atribucién-No-Comercial 1 7
BY NC ND

o N N Estrada-Pull, Ernesto Rojas-Sinchez, Rafael Vindas-Bolafios, Elfas Barquero-Calvo, Lohendy Muiioz-Vargas, Manuel Estrada-Umaiia
SinDerivadas 3.0 Costa Rica /



Ciencias

. . Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 1, [1-42], E-ISSN: 2215-4507, enero-junio, 2024
Veterinarias DO s o org/ 10535 sew 2-L1
e dITA B of VY URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index

3.2.6. Otros Protocolos Terapéuticos Descritos

Para eliminar las infecciones con biopeliculas, otras lineas de terapia han sido descritas incluyendo alternativas
alos antibi6ticos (Ghosh et al., 2019), inhibidores del QS (Jakobsen et al, 2013), 4cidos grasos Omega-3 (Coraga
et al,, 2021), péptidos y lipopéptidos antimicrobianos (Chung & Khanum, 2017; Dawgul et al., 2014; Pletzer
et al., 2016; Sdnchez-Gdémez et al., 2015) EPA (icido eicosapentaenoico) y DHA (icido docosahexaenoico)
(Sun et al,, 2016) y los lineamientos indicados por un importante grupo de expertos en reparacion tisular
(Armstrong et al, 2020).

Louis et al. (2022) reportan usar la hormona humana péptido natriurético atrial (hANP) para prevenir
formacién de la biopelicula de P. aeruginosa y dispersar la existente. ELhANP requiere en la bacteria presencia
de sensores/receptores AmiC y AmiR para actuar, por lo que activar las rutas Ami es un poderoso mecanismo
potencial para dispersar la biopelicula.

Diferentes autores reportan mds alternativas a los antibiéticos convencionales, incluyendo desde el uso de
bacteriéfagos hasta sistemas CRISPR-Cas (Cheng et al., 2021; Ghosh et al., 2019; Lima et al,, 2019). En
idioma inglés el acrénimo CRISPR significa “Cluster Regularly Interspace Short Palindromic Repeats” y
es un sistema inmune bacteriano adaptado que puede ser reutilizado para destruir selectivamente genomas
bacterianos, ofreciendo una interesante opcién para la nueva generacién de antimicrobianos.

Se reporta el efecto antibiopelicula de los dcidos grasos omega-3 poli-insaturados, tales como DHA y EPA
que muestran accién contra S. aureus, S. epzdermz'dz’s y P. aeruginosa, ast como para S. aureus multirresistente
(Coracaetal., 2021).

Las enzimas biosintéticas glucdsido hidrolasas degradan selectivamente los exopolisacéridos de la matriz en la
biopelicula de P. aeruginosa (Baker et al., 2016).

La “Electrocéutica” incluye el uso terapéutico de corrientes eléctricas y la FDA de Estados Unidos, aprobé un
ap6sito denominado en idioma inglés como “Wireless Electroceutical Dressing” (WED) el cual en presencia
del exudado conductor de la herida se activa y genera un campo eléctrico (0.3-0.9V) que afecta marcadamente
el crecimiento de P. aeruginosa cepa PAO1 en medio LB, disminuyendo el grosor de la biopelicula y el nimero
de bacterias vivas (Banerjee et al., 2015).

Se reporta la importancia de las conexiones entre el “Quorum Sensing” y las biopeliculas (Ortega-Pena &
Herndndez-Zamora, 2018; Parsek & Greenberg, 2005; Rezaie et al., 2018), menciondndose que la inhibicién
de esta comunicacién tiene un efecto anti-biopelicula (Brackman & Coenye, 2015; Jakobsen et al., 2013;
Sionov & Steinberg, 2022).

3.2.7. Diferentes Técnicas Antibacterianas Usadas en Nanomedicina

El uso de Nanotecnologfa abre un importante horizonte en la lucha contra la resistencia bacteriana y diversas
aplicaciones terapéuticas son reportadas en la literatura, tales como mecanismos de actividad antimicrobiana
(Shaikh etal., 2019; Wang & Shao, 2017), uso y seguridad de las nanoparticulas (Gupta & Xie, 2018; Wolfram
et al., 2015), tratamientos contra bacterias multirresistentes (Gupta et al., 2018; Huh & Kwon, 2011; Lee et
al., 2019; Vallet-Regf et al., 2019) y algunas nano estrategias o nanosistemas sugeridos para las infecciones
resistentes (Baptista et al., 2018; Bianchera et al., 2020; Dos Santos et al., 2014).

Juan M. Estrada-McDermott, Yayo Vicente-Salazar, José Vargas-Arrieta, Adriana Alpizar-Boza, Randall Rubi-Chacén, Edgar Alfaro-Umafia, Tiffany Licencia Creative Commons ®© @
1 8 Atribucién-No-Comercial
BY NC_ND

Estrada-Pull, Ernesto Rojas-Sinchez, Rafael Vindas-Bolafios, Elfas Barquero-Calvo, Lohendy Mufoz-Vargas, Manuel Estrada-Umana SinDerivadas 3.0 Costa Rica



Ciencias

Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 1, [1-42], E-ISSN: 2215-4507, enero-junio, 2024 . .

DO https://doi.org/10.15359/rcv.42-1.1 Veterinarias
: : .revi . .ac.cr/i . i ia/i o

URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index L W dTTA W of O Y

3.2.8. Uso de Antibiéticos

La meta de esta terapia es administrar el régimen farmacoldgico apropiado para que los patégenos mueran o
disminuyan su nimero hasta ser eliminados por el sistema inmune del huésped y que no afecten la cicatrizacién
normal de la herida (Brumbaugh, 2005).

La droga adecuada se determina por identificacién de los principales patégenos en la herida y la sensibilidad
antibidtica respectiva (Harries et al., 2016; Percival et al., 2014). El uso inapropiado de antibidticos es
posiblemente la mayor causa de diseminacién de bacterias patogénicas resistentes.

Se recomienda no usar antibidticos tépicos o sistémicos en estas lesiones, pues se consideran de poca utilidad en
el manejo de la herida crénica debido a: 1) La pobre penetracién de la biopelicula por parte de los antibiéticos,
2) La perfusién alterada en la base o lecho de la herida crénica y 3) El riesgo de resistencia bacteriana. Por estas
razones el tratamiento sistémico con antibidticos no se propone en infecciones crénicas, ya que la limpieza de
la herida, el desbridamiento y los antimicrobianos tépicos, controlan la carga bacteriana (Harries et al., 2016;
Percival et al., 2014).

Siel paciente presenta signos de infeccién generalizada (ver punto 6 - “Protocolo para diagnéstico y tratamiento
del caso clinico”), entonces el manejo si debe combinarse con un antibiético sistémico basado en identificacién
bacteriana y PSA (Harries et al, 2016).

Norman et al. (2016) dan recomendaciones para el uso de antibidticos y antisépticos en heridas que cicatrizan
por segunda intencién. Las técnicas de perfusion regional e intradsea maximizan la eficacia de los antibiéticos,
al promover un aumento en la gradiente de concentracién dentro de un drea confinada (Hanson, 2018; Stewart
& Richardson, 2019).

Una estrategia farmacoldgica propuesta para combatir la resistencia antimicrobiana es tratar las infecciones
con grupos de antibiéticos en vez de usar solamente una droga individual (Fischbach, 2011), pero Tamma
et al. (2012) mencionan que continuar con una terapia combinada luego de que un organismo es aislado y
la susceptibilidad antibidtica ya es conocida, es controversial, lo que también es reiterado por Boyd y Nailor
(2011) quienes afirman que regresar a un solo antibiético cuando se conocen las susceptibilidades, es lo
recomendado para la mayoria de pacientes y patégenos.

4. Enfoque “UNA SALUD” y la Resistencia a los Antibidticos

El patélogo alemdn Rudolph Virchow hizo aportes fundamentales en el camino de la construccién conceptual
de “UNA SALUD” ya que, ademds de acufar el término “zoonosis”, fue uno de los primeros profesionales
médicos en conectar la salud humana y animal, argumentando en 1856 que no existe ni deberfa existir linea
divisoria entre ambas (Klauder, 1958), pues, aunque el objeto es diferente la experiencia obtenida constituye
la base de toda medicina (Zunino, 2018). “UNA SALUD” es un término contempordneo que describe la
colaboracién de varias disciplinas cientificas en busca de una mejor salud para todos: personas, animales y
ecosistemas.

El concepto reconoce que la salud humana y animal son interdependientes y ligados a la salud del ecosistema
en cual coexisten. Esta interconexién favorece la transmisién de agentes infecciosos y elementos genéticos
que contienen genes de resistencia antibidtica, lo cual se complica cuando las bacterias patogénicas tienen

®© @ Licencia Creative Commons Juan M. Estrada-McDermott, Yayo Vicente-Salazar, José Vargas-Arrieta, Adriana Alpizar-Boza, Randall Rubi-Chacén, Edgar Alfaro-Umana, Tiffany
Atribucién-No-Comercial 1 9
BY NC ND

0 e i Estrada-Pull, Ernesto Rojas-Sénchez, Rafael Vindas-Bolafios, Elias Barquero-Calvo, Lohendy Mufioz-Vargas, Manuel Estrada-Umatia



Ciencias

. . Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 42, N° 1, [1-42], E-ISSN: 2215-4507, enero-junio, 2024
Veterinarias DO s o org/ 10535 sew 2-L1
e dITA B of VY URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index

la habilidad de establecerse como biopeliculas. Por lo tanto, debemos entender las caracteristicas y el
comportamiento de los microorganismos, en estados plancténicos y biopelicula de los més diversos nichos
ambientales para mitigar la emergencia y diseminacién de resistencia (Dias et al., 2018).

La RA es un problema de salud publica que afecta las dreas ambiental, politica, social y econdémica pues las
bacterias resistentes se encuentran en humanos, animales, alimentos y ambiente (Barrantes et al., 2022; Dias
et al., 2018; Flemming & Wuertz, 2019; Ramon et al., 2018; Tremblay et al., 2014). Debido a que la R A existe
globalmente se ocupa un trabajo interdisciplinario, internacional e interinstitucional para su control, por
lo que la OMS, junto con la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OMSA), desarrollaron el “Plan de Accién Mundial en Resistencia a los
Antimicrobianos” bajo la perspectiva “UNA SALUD” (OMS, 2016). Este enfoque reconoce que la salud
humana y animal, junto con la creciente contaminacién del ambiente, se ubican en un escenario comin muy
complejo ya que el cambio climdtico, la intensificacién de la produccién pecuaria y agricola, el aumento de la
poblacién mundial, la ruptura de los ecosistemas, la globalizacién del comercio y el trinsito humano, entre
otros, hacen necesaria la revisién de las estrategias tradicionales en salud (Zunino, 2018).

De tal manera, “UNA SALUD” es un abordaje multisectorial e interdisciplinario para enfrentar los desatios
planteados en la actualidad sobre la promocién de la salud a nivel global (OMS, 2016; Zunino, 2018) y poner
en marcha programas, politicas, legislacién e investigaciones para lograr mejores resultados de salud publica.
La falta de agua limpia y condiciones sanitarias minimas fomentan la propagacién de microbios.

5. Materiales y Métodos

* Se incluye informacién obtenida en casos clinicos de caballos atendidos (N=19) por los autores en su
prictica privada y en el Hospital Equino, Escuela de Medicina Veterinaria, UNA, debido a tractos
fistulosos infectados por bacterias resistentes productoras de biopelicula y su manejo con el protocolo
aqui propuesto. Todas las fotografias son propiedad de los autores y en este articulo presentamos nuestra
experiencia en el manejo de dichas lesiones.

* DPara la revisién bibliogrifica se consultaron 214 publicaciones cientificas obtenidas en bases de datos
relacionadas con el drea de la Salud, principalmente PubMed, usando términos de bisqueda como “heridas
crénicas”, “multirresistencia”, “biopelicula (biofilm)”, “surfactantes”, “antimicrobianos alternativos” y
“antisépticos”, ademds de textos usados en los cursos regulares de la Escuela de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional, Costa Rica. Otros criterios para inclusién como referencia fueron que solamente
se consultaron documentos con acceso a texto completo, escritos en espafol o inglés (con dos excepciones
en idioma alemdn) e identificados con DOL.

e Con recomendaciones emanadas de la revisién anterior se disefiaron los protocolos adjuntos para
diagndstico y tratamiento lesional (Punto 6).

* Los cultivos, PSA e histopatologia en su mayoria se efectuaron en la Escuela de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional, Costa Rica, pero ocasionalmente durante los recesos institucionales se usaron

laboratorios privados. Se hizo biopsia para efectos ilustrativos en un caso (Exp. B1107-22, Dpto. Patologia,
EMV/UNA).
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El instrumental quirtrgico requerido durante los tratamientos fue aportado por los autores, ademds de
sedativos, anestésico local, jeringas, catéteres i.v. y Foley, insumos ocupados para anestesia local o T.LV.A.
y otros materiales (tales como jabén liquido, H202, gasa, algodén).

Se usaron como surfactantes jabones liquidos comerciales con cocacamida o betaina. EI PHMB (Kerlix™)
y el BTP 3% (Xeroform™), ambos de Labs. Covidien Inc., en forma de apésitos de gasa impregnados con
el medicamento (Figs. 2h y 3h), se compraron a Biomur S.A., Costa Rica. El PHMB liquido (0,1%) fue
formulado por una farmacia de preparaciones magistrales (info@premafarma.com).

6. Protocolos para el Diagnéstico y Tratamiento del Caso Clinico

Se propone la siguiente guia (ver Fig. 3) para el abordaje integral:

(a)-

El diagndstico se basa en anamnesis y deteccién de signos clinicos especificos sugestivos de esta patologia
(Dalton et al., 2011; Harries et al., 2016; Keast et al., 2014; Schultz et al., 2017), los que frecuentemente
incluyen una herida con dificultad para cicatrizar y abundante secrecién (ver Fig. 1), mds los resultados
del cultivo y PSA. Finalmente se aplica el “Algoritmo Diagnéstico” (Percival etal., 2015) para determinar
presencia o no de biopelicula.

(b)- A discrecion del veterinario se puede prescribir un tratamiento de 5-7 dias con el antibidtico sistémico

(0)-

(d)-

(8)-

indicado por el antibiograma (Percival etal., 2014) si el paciente presenta signos de infeccién generalizada
(como fiebre, depresion, anorexia, edema ventral a herida, enfisema regional, oliguria /anuria, membranas
mucosas toxémicas, aumento frecuencia cardiaca, dolor severo, sudoracién, bacteriemia, signos de
infeccién en radiografias o ultrasonido, leucocitosis o leucopenia, trombocitopenia secundaria a infeccién,
hipotensién arterial, problemas de coagulacién, desbalances electroliticos, hipoxemia, hiperlactatemia,
hiperfibrinogenemia y problemas renales y/o hepdticos, entre otros).

Se identifican, ubican y valoran clinicamente, incluyendo imdgenes médicas en caso necesario, los
tractos involucrados (Figs. 1f, 3a, 3b y 3c).

Para la limpieza e irrigacién inicial se aplica un surfactante dentro de los tractos (como jabén liquido
con cocamida o betaina), el cual tiene funcién exfoliante y remueve contaminantes, ademds de romper
las uniones entre bacteria y herida (Anglen et al., 2003; Ousey & McIntosh, 2010) (Fig. 3d), lo que
contribuye a dispersar la biopelicula.

Se hace desbridamiento quirtrgico y/o curetaje (Figs. 2¢, 2d, 2f, 3e y 3f) con el paciente generalmente
bajo sedacién y bloqueo anestésico local, pero se usa anestesia general i.v. (TTVA) cuando se considera
necesario (Fig. 2g).

Lavado exhaustivo (“flushing”) del drea desbridada se efectia con agua oxigenada 2% para sacar detritos
con la espuma producida, pues la presién generada por las burbujas puede penetrar la mayor parte
del tracto y luego se hace enjuague de la cavidad con una solucién isoténica como lactato de Ringer o

cloruro de sodio al 0,9% (Fig. 3g).

Se aplican antimicrobianos no antibi6ticos, preferible antisépticos, en forma de gasa medicada
empacando el tracto. Entre ellos: PHMB (Kerlix™) o bismuto (Xeroform™) (Figs. 2h y 3h).
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(h)-  Ocasionalmente en tractos muy largos, bifurcados o verticales (incémodos para empacar con gasa),
entonces con ayuda de una jeringa se inyecta a presién una solucién 0,1 % de PHMB dentro del
ducto y sellamos la salida de este con el “manguito” inflado de un catéter Foley, esto para mantener el
medicamento actuando un tiempo mds prolongado sobre las paredes del tracto (Fig. 3i). Con ambos
antisépticos se logra eliminar la infeccién y se consigue la cicatrizacion de la herida.

(i)- Seinyectan 6.000 UI de antitoxina tetdnica subcutdneamente.
(j)- Monitoreo Médico Veterinario de la lesién es obligatorio hasta epitelizacion.

(k)- La eliminacién de posibles fuentes ambientales del agente etioldgico resistente, segtin principios de
“UNA SALUD?, para prevenir recontaminacién, es fundamental.

Figura 3. Algunos pasos del protocolo.
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En la figura 3 se muestra: (a), (b) y (c) se ubica el trayecto del tracto con la ayuda de un catéter rigido o
instrumento metlico y palpacién externa, (d) se aplica un surfactante para comenzar a disgregar la biopelicula,
(e)y (f) muestran debridamiento por curetaje, (g) enjuague del tracto desbridado con agua oxigenada para sacar
detritos con la espuma producida y posterior lavado con solucién isoténica, (h) tractos fistulosos empacados
con gasa impregnada de PMHB, (i) tracto vertical muy largo y bifurcado (en este caso egresando por la axila),
se irriga con solucién 0,1% de PHMB con ayuda de un catéter Foley (el “manguito” inflado sella la salida del
tracto manteniendo el antimicrobiano dentro del mismo y prolongando su efecto biocida).

7. Conclusiones y Recomendaciones

* La resistencia antibidtica es una de las mayores amenazas mundiales, tiene la posibilidad de acabar con
décadas de avances médicos dificultando el tratamiento de algunas infecciones y es uno de los retos
cientificos del siglo.

¢ Este fendmeno supera a la sociedad pues, debido al uso indiscriminado de antibidticos, las bacterias no
son afectadas por los firmacos a los cuales eran sensibles anteriormente, ademds de la complicacién que se
presenta con la inexistencia de nuevas moléculas antibidticas, producto de que la investigacion y desarrollo
de estas es excesivamente caro y poco atractivo para las compaiifas farmacéuticas.

*  Para combatir dicha resistencia, se debe educar a la poblacién, autoridades y publico en general, sobre el
uso y manejo correcto de los antibidticos (Brumbaugh, 2005) y detener el problema antes de que sea més
tarde (Zumbado et al., 2022).

* Enla prevencién y tratamiento de la infeccién en la herida, el clinico siempre se debe preguntar si existe
otra alternativa al uso de los antibidticos (Cheng et al., 2021; Ghosh et al., 2019; Lima et al., 2019).

* Deloanterior se desprende la necesidad de fomentar estas ideas en las universidades que tienen programas
en Ciencias de la Salud, para que autoridades y estudiantes se sensibilicen con la problemdtica de la
resistencia bacteriana a los antibiéticos, promoviendo un uso racional de estos medicamentos basado en
estrategias de UNA SALUD e impulsando la investigacién y desarrollo de protocolos antimicrobianos
alternativos a los antibidticos.

* Es importante entender el rol como reservorios que tienen los animales domésticos y silvestres en el
fenémeno de la resistencia antibidtica, pues muchos patégenos estin en propietarios y animales, quienes se
pueden transmitir mutuamente el germen, causando problemas en ambas especies. En el mismo sentido,
la contaminacién del ambiente juega un papel preponderante.

* Entidades gremiales veterinarias y gobiernos nacionales, deben emitir directrices donde se exija prescripcién
veterinaria para la comercializacién de antibidticos.

* El abordaje inicial de la herida aguda por parte de un médico veterinario calificado es de fundamental
importancia para prevenir la aparicién de infecciones cronicas.

* Para que el manejo clinico de estas heridas cronicas sea exitoso, se debe eliminar también la biopelicula
(Percival et al., 2019).

e La resistencia antibidtica, asi como la tolerancia de las biopeliculas, debe considerarse una amenaza
combinada al tratar una infeccién crénica (Bowler, 2018).
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* El tratamiento debe incluir limpieza inicial de la herida usando surfactante, seguir con desbridamiento
periédico y un antimicrobiano, lo cual parece ser efectivo para remover las biopeliculas patoldgicas
(Percival et al., 2015).

* El desbridamiento es un procedimiento doloroso que por razones éticas, legales y pricticas debe ser
efectuado Gnicamente por un médico veterinario con el paciente bajo sedacién y anestesia.

*  El material necrético lesional es un “biorreactor” que disemina microbios, por lo que su remocién por
curetaje se hace antes de emplear los antimicrobianos.

Esta revisién bibliogréfica, mds las descripciones graficas de los casos clinicos tratados por los autores,
pretende proporcionarle al clinico herramientas para identificar y manejar exitosamente las biopeliculas.
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