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Introduccion

1. Las protesis en la medicina

1.1. Concepto de protesis

Desde los comienzos de la humanidad ha existido interés por reparar los
miembros dafados o perdidos, haciendo uso de instrumentos que permitieran sustituir
en parte el miembro o la funcion perdida. Asi, un cazador del paleolitico herido en una
pierna tras un lance con un animal, seguramente recurriria al empleo de una rama a
modo de muleta que le permitiera continuar caminando. Aunque una muleta constituye
un método sencillo de sustituir una extremidad inferior, actualmente no se considera una
prétesis, ya que no se encuentra fija de ningin modo a nuestro cuerpo. El término
“proétesis” del griego zpobeoig, compuesto por los vocablos pro- (zpo-) que significa
“delante” y tesis (fsoig) que significa “disposicion, colocacion, proposicion”, harian
que el término proétesis significara etimoldgicamente “poner delante un elemento”,
“afadir”, “adicionar”.

Asi pues, una protesis se define como un dispositivo que, afiadido a nuestro
cuerpo, sustituye artificialmente un érgano, una parte de él o alguna de sus funciones.

La diferencia entre una proétesis y un injerto estriba en la naturaleza del material a
afiadir o introducir en el cuerpo, que serd un material artificial, o bien biol6gico
abidtico, en el caso de las protesis y un tejido bioldgico vivo en el caso de los injertos.
Asi, para ambos casos, podemos clasificar los materiales como: autélogos o autoinjertos
(materiales bioldgicos procedentes del propio paciente); isologos o isoinjertos
(materiales genotipicamente idénticos al receptor, es decir obtenidos un gemelo
monocigético); homdlogos, homoinjertos o aloinjertos (procedentes de otro individuo
de la misma especie); heter6logos o xenoinjertos (materiales bioldgicos procedentes de
un ser vivo de otra especie); o materiales aloplasticos (los fabricados de forma artificial,
que son los mas empleados en las protesis). A su vez, segin su comportamiento cuando
son implantados en el cuerpo, los materiales artificiales pueden ser reabsorbibles, que
seran eliminados por el propio organismo después de un lapso de tiempo variable, 0 no
reabsorbibles. Nuestro estudio lo centraremos en los materiales aloplasticos no

reabsorbibles, mientras que los reabsorbibles no seran tratados.
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Introduccion

1.2. Clasificacion de las protesis

La clasificacion de las protesis se puede realizar atendiendo a varios criterios:

finalidad, localizacion anatomica, grado de fijacion al cuerpo, material de fabricacion,

etc.

1.2.1. Finalidad

La finalidad de una protesis puede ser multiple: funcional, estética o mixta. Asi,

un pie protésico tendra una finalidad funcional, puesto que nos permitira caminar; por el

contrario un ojo artificial, también denominado proétesis ocular, tendra una finalidad

exclusivamente estética ya que mejorard nuestra apariencia, pero no nos permitira

recuperar la vision. En ocasiones se consiguen los dos objetivos: por ejemplo un diente

artificial nos permitird realizar una mejor masticacion y ademas mejorara nuestro

aspecto esteético.

Dentro de las protesis funcionales podemos distinguir diferentes tipos de
dispositivos (Lodder et al., 2010):

Mecanicos: aquellos que sustituyen las propiedades fisicas de una estructura
corporal. A su vez pueden ser pasivos, es decir cuando son movilizados por
otros elementos corporales, como por ejemplo las protesis ortopédicas o los
implantes dentarios; o activos, aquellos que son moviles por si mismos, como
las valvulas cardiacas o el corazon artificial.

Sensoriales: aquellos que permiten la percepcion de estimulos, como los
implantes cocleares o las protesis de retina.

Estimuladores electrofisiologicos: aquellos que producen un impulso
eléctrico sobre un tejido diana, como los marcapasos cardiacos o gastricos, o
los electro-estimuladores cerebrales en la enfermedad de Parkinson.
Administradores de farmacos: aguellos que, mediante un reservorio y un
sistema de control, liberan medicaciones, como las bombas de insulina o de

analgésicos.

1.2.2. Localizacion

En cuanto a su localizacion, las protesis pueden clasificarse en protesis

craneofaciales o corporales. Las protesis craneofaciales son aquellas que se implantan
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en la cabeza, y se distinguen varios tipos: protesis faciales, maxilofaciales, dentales,
auriculares, auditivas, nasales, orbitarias y oculares. Las protesis corporales son las
que se localizan en el resto del cuerpo, e incluirian las prétesis mamarias (protesis de
mama completa, protesis de pezon), de extremidades (en el miembro superior: protesis
de hombro, codo, mufieca, mano completa, mano parcial,...; y en el miembro inferior:
protesis de cadera, rodilla, pie, dedo gordo del pie,...), protesis vertebrales, protesis
genitales, etc.

1.2.3. Grado de inclusion

Por su grado de inclusion y fijacion al cuerpo, las protesis pueden clasificarse
como externas, aquellas que son extraibles, como una pierna protésica, un ojo artificial,
una gafa o una lente de contacto; o internas, aquellas que no son extraibles, pudiendo
ser total o parcialmente interna, como por ejemplo, una prétesis de cadera que se
encuentra en el interior de nuestro cuerpo 0 como un implante dentario,

respectivamente.

1.2.4. Material de fabricacién

Respecto al material empleado, las prétesis se clasifican en bioldgicas, aquellas
que emplean materiales tratados pero formados en otros seres vivos; y aloplasticas,
aquellas que emplean materiales fabricados por el ser humano, como son las ceramicas,
los metales o los polimeros. También podemos clasificar las protesis en funcion de la
porosidad del material; asi, podemos hablar de protesis integrables, si el material de
fabricacién es poroso y permite el crecimiento celular a su través, y de protesis no
integrables, si el material no permite la invasion celular. Posteriormente comentaremos,

con mas detalle, los principales materiales empleados en las protesis oftalmoldgicas.

1.3. Otros tipos de protesis

Ademas de las clasificaciones expuestas anteriormente, existen también algunos
términos especificos para designar a unos tipos de protesis especiales. Asi, se emplea el
término ortesis, del griego orto- (opro) que significa “recto” y tesis (feoig), para

referirse a un tipo de protesis que no sustituye al miembro si no que aporta rigidez, con
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la finalidad de que se mantenga firme, como es el caso de las protesis peneanas.
También podemos considerar como ortesis diversos dispositivos externos, como

rodilleras, tobilleras y mufiequeras, que aportan estabilidad a las articulaciones.

El término epitesis, del griego epi- (ez:-) que significa “sobre, encima de, en la

superficie” y tesis (fsoic), se emplea para referirse a protesis craneofaciales con

finalidad estética cuya mision es disimular dafios en zonas visibles del rostro (Figura 1).

Figura 1. A. Paciente sometido a exenteracién orbitaria izquierda conservando parpados, por presentar
mucormicosis rino-orbitaria con riesgo vital. B. Mismo paciente 6 meses después, con epitesis

oculopalpebral izquierda. (Coleccién particular del autor).

Dado que la mision de las epitesis, como prétesis craneofaciales estéticas, es
actuar en las zonas visibles del rostro, solo son fijadas de forma superficial, mediante

adhesivos, implantes magnéticos, o gafas (Figura 2) (Wagenblast et al., 2008).

Figura 2. Detalle de la epitesis oculopalpebral del paciente de la Figural. Se observa que la epitesis esta
fijada a la montura de la gafa. (Coleccion particular del autor).
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Las epitesis, al no estar introducidas en el cuerpo ni tener una mision funcional,
tienen menos complicaciones y requerimientos que el resto de las protesis, que deben

aproximarse lo maximo posible a la protesis ideal.

1.4. Caracteristicas de la protesis ideal

Existen una serie de caracteristicas que la protesis ideal deberia cumplir

(modificado de Martinez-Rodriguez y Paz-Jiménez, 1995; y de Potter et al., 2012):

- Ser biocompatible: no debe producir reacciones no deseadas en la interfaz
material-tejido.
0 No debe provocar inflamacion, reaccion a cuerpo extrafio o alergia.
No puede causar toxicidad local o sistémica.
No puede ser cancerigena.

No debe ser trombogénica.

o O O O

Debe estar constituida por un material inerte (que no provoque

reacciones) o bioactivo (que induzca reacciones deseables en el tejido

circundante).

- Tener alta resistencia a la degradacion, tanto quimica (a los fluidos organicos)
como fisica (roce mecénico, tensiones del flujo).

- Tener una densidad, flexibilidad y tenacidad similar a los tejidos corporales
que sustituye.

- Ser facil de manejar.

- Ser integrable, sufriendo una incorporacion bioldgica total y rapida.

- Ser resistente a la infeccion, impidiendo la adhesion y proliferacion de
microorganismos no deseables.

- Ser esterilizable sin que se produzca una alteracion quimico-estructural.

- Ser radio-opaca.

- Ser facil de fabricar y a costo reducido.

Obviamente la protesis ideal no existe, pero los avances en el disefio de materiales
han permitido que se haya mejorado notablemente desde los primeros intentos de

sustituir estructuras corporales a los modernos dispositivos de bioingenieria.
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1.5. Complicaciones asociadas a las protesis

Las complicaciones mas severas se presentan en las prétesis internas, ya que en
las protesis externas las molestias no suelen trascender del roce mecanico. Por el
contrario, la introduccién, total o parcial, de materia no viva en un organismo se asocia
con una serie de complicaciones, a pesar de que los materiales empleados cada vez se
aproximan mas a las caracteristicas de la protesis ideal.

Las principales complicaciones de las protesis internas son: la colonizacion
microbiana de la superficie del dispositivo durante su introduccion en el organismo, la
reaccién granulomatosa a cuerpo extrafio por parte del tejido receptor, el
desplazamiento hacia el exterior del organismo por necrosis del tejido que recubre la
protesis (exposicion), o el desplazamiento no deseado hacia el interior corporal
(migracion). Ademas, en caso de producirse una exposicion, la flora microbiana
adyacente colonizara la protesis, favoreciendo la infeccion y la expulsion de la prétesis
del organismo (extrusion).

La mayoria de estas complicaciones podrian evitarse empleando injertos, es decir
material biolégico vivo, aunque éstos pueden presentar otros inconvenientes como la
necrosis del injerto, la lesion de la zona donante en el caso de injertos autologos, el
rechazo inmunoldgico o la transmisidn de priones, virus lentos u otro tipo de patdgenos
desconocidos si el donante es distinto del receptor.

Por ello, para emplear protesis internas de forma segura, es imprescindible una
correcta esterilizacion de la protesis, asepsia en la zona de implantacion durante el
procedimiento quirdrgico generalmente acompariada de tratamiento antibidtico, correcta
fijacion de la protesis al lecho receptor y meticuloso recubrimiento de la misma con

tejidos del organismo con buena vitalidad.

1.6. Historia de las protesis

La primera protesis funcional conocida es un artefacto de tres piezas realizado en
madera y cuero que sustituye a un dedo gordo del pie derecho (Figura 3), encontrado en
una momia de una mujer noble egipcia, y cuya manufactura data entre los afios 950 y
710 a.C. (Finch, 2011).

Puede que este tipo de protesis fuera relativamente comun entre los egipcios, ya

que existe otra prétesis muy similar, también egipcia y también para sustituir un dedo
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gordo del pie derecho, pero fabricada en papel maché con lino y cola de origen animal,
y datada como anterior al afio 600 a.C. Utilizando copias modernas de estas protesis
antiguas y con la participacion de voluntarios que habian perdido su dedo gordo
derecho, se han realizado estudios funcionales consiguiendo demostrar que estas

primigenias protesis funcionaban sorprendentemente bien (Finch, 2011).

Figura 3. Protesis del dedo gordo del pie derecho, fabricada en madera y cuero. Se considera la prétesis
funcional més antigua descubierta. (Museo del Cairo, Egipto).

Las protesis dentales también fueron unas de las primeras prétesis funcionales. Se
han recuperado varias de origen etrusco (Figura 4), fabricadas con una lamina de oro

que permitia la sujecién de un diente protésico a los dientes sanos (Becker, 1999).

Figura 4. Protesis dental etrusca, en torno al siglo V a.C. La banda de oro puro permite la fijacion de

dientes de animales, para reemplazar los ausentes. (Museo de la Escuela Dental, Paris).

La primera protesis funcional de gran tamafio conocida es la llamada “pierna de

Capua”, de alrededor del afio 300 a.C. De esta pieza se conserva una copia en escayola
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en el Museo de la Ciencia de Londres, ya que la original fue destruida durante los
bombardeos de la ciudad en 1941 (Finch, 2011).

En el area de las protesis estéticas destaca el sorprendente hallazgo de un ojo
protésico (Figura 5), encontrado en una tumba irani fechada entre los afios 2900 y 2800
a.C. (Sajjadi et al., 2008). Este dispositivo, del que hablaremos mas adelante, puede ser

considerado, actualmente, como la protesis estética mas antigua conocida.

Figura 5. Primera prétesis ocular conocida. Esta fabricada en brea seca, y tiene un didmetro de unos 3
cm. Presenta dos orificios laterales para su fijacidn al rostro mediante hilos. A. Cara anterior: el fino

dibujo, hecho con filamentos de oro, imita el iris. B. Cara posterior. (Modificada de Sajjadi et al., 2008).

2. Las protesis en la oftalmologia

La oftalmologia es el &rea de la medicina dedicada al estudio, prevencion,
diagnostico y tratamiento de las enfermedades del sistema visual y del area periocular,
lo que incluye al globo ocular, los parpados, la 6rbita y la via lagrimal. Los ojos
artificiales han sido sin duda el tipo de prétesis mas empleada en oftalmologia a lo largo
de la historia. No obstante, durante del siglo XX se han desarrollado diferentes
dispositivos para recuperar distintas estructuras y funciones del 0jo y sus anexos, que
podriamos agrupar bajo el téermino comun de proétesis oftalmoldgicas.

Podemos diferenciar las protesis oftalmolégicas en tres grandes grupos: las
protesis para recuperar o mejorar la vision (protesis opticas), las protesis para disminuir
la presion intraocular en pacientes con glaucoma (protesis derivativas), y las protesis
para mejorar el aspecto o la funcién de los anexos oculares (protesis oculoplasticas o
perioculares). Estas Ultimas las comentaremos en mayor detalle, al tratarse de nuestro

objeto de estudio.
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2.1. Protesis opticas

Actualmente la cirugia de catarata es el tipo de intervenciéon quirdrgica mas
practicada en el mundo (Foster, 2001 y Malot et al., 2010), lo que convierte a las lentes
intraoculares (LI10O), no sélo en el tipo de protesis oftalmoldgica mas empleada, si no
en el tipo de protesis mas empleada en medicina. La cirugia de la catarata consiste en la
extraccion del cristalino opacificado, y la colocacién de una LIO, lo que permite

recuperar el equilibrio optico en el interior del ojo (Figura 6).

El 29 de noviembre de 1949, el oftalmélogo britanico Harold Ridley realizé la
primera implantacion de una lente intraocular. Estaba fabricada en Perspex®, un
material plastico con el que se fabricaban las carlingas de los aviones en la 1l Guerra
Mundial. Ridley observé en pilotos que tenian cuerpos extrafios intraoculares de este
material, procedentes de esquirlas durante los combates aéreos, que no provocaba
inflamacién ocular y era bien tolerado (Apple, 2006). A partir del descubrimiento
revolucionario de H. Ridley se han ido sucediendo distintas generaciones de materiales
plasticos para la fabricacion de LIO: polimetilmetacrilato (PMMA), silicona, vy
polimeros acrilicos hidrofébicos e hidrofilicos.

Figura 6. LIO de tres piezas: Optica acrilica y varillas de sujecion (hapticos) de polipropileno. (Coleccién
particular del autor).

Afadiendo a la L10 un dibujo opaco en la parte periférica, se podia reproducir el
iris, por lo que se desarroll6 otro nuevo tipo de protesis oftalmoldgica, la pupila
artificial o protesis iridiana (Atkinson, 1954), siendo fabricadas actualmente en los

mismos materiales que las LIO.
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En la década de 1960 se publicaron varios articulos sobre la posibilidad de
emplear lentes intracorneales (Bowen et al., 1961; Henderson y Belau, 1964), aunque su
uso de forma rutinaria no comenzé hasta la década de 1990, con el empleo de anillos
intracorneales de PMMA para la correccion de defectos refractivos (D’Hermies et al.,
1991).

Al mismo tiempo que surgieron las lentes intracorneales, se intentd dar un paso
mas sustituyendo completamente una cdrnea dafiada, sin transparencia, por una cornea
artificial o queratoprotesis que actuara a modo de lente convergente como hace una
cornea natural (Cardona, 1962). Los principales inconvenientes de este tipo de protesis,
eran su fijacion al globo ocular del paciente y la facilidad con la que se producian
infecciones intraoculares al estar el globo ocular sellado por un material no bioldgico.
En un ingenioso intento de solucionar ambos problemas se propuso el empleo de
material bioldgico dental a modo de soporte de la lente de PMMA, u osteo-odonto-
queratoproétesis (Strampelli et al., 1965). No obstante, con este tipo de protesis
parcialmente biologicas persistian las complicaciones. Aun en los dispositivos mas
modernos como las queratoprotesis Boston | 'y Boston Il disefiadas por el oftalmélogo
americano Claes Dohlman (Ma et al., 2005) de mejor tolerancia, existe la formacion de
membranas retroprotésicas en mas de la mitad de los pacientes, y de infeccion

intraocular en casi un 20% de los casos (Mufioz-Gutiérrez et al., 2013).

Otros materiales protésicos empleados para mejorar la vision, han sido los
cerclajes esclerales, utilizados en la cirugia del desprendimiento de retina desde 1937,
cuando A. Jess empled una gasa para presionar la esclerética a fin de conseguir
aproximar la coroides a la retina desprendida (Rezaei y Abrams, 2005). Con el
desarrollo de nuevos materiales plasticos, el uso de bandas de cerclaje comenzé a ser
rutinario desde la década de 1960, empleandose distintos materiales: silicona sélida,
silicona en esponja o hidrogel acrilico hidrofilico (Das y Namperumalsamy, 1991).
Aunque estas bandas artificiales pueden modificar la refraccion ocular y permiten
mejorar la vision al ayudar a corregir el desprendimiento de retina, no las podemos
considerar como protesis opticas, ya que la luz no incide directamente sobre ellas. Por el
contrario las lentes de contacto (LC) si cumplen los criterios para considerarlas
protesis oOpticas, ya que modifican la refraccion y mejoran la vision en pacientes con
ametropias. Las LC estdn fabricadas en diferentes materiales: PMMA, silicona,

polimeros acrilicos hidrofilicos, etc.
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Las dltimas prétesis disefiadas para mejorar la vision son las proétesis de retina,
que si tienen un componente 6ptico: son sensibles a la luz, transformando ésta en
sefiales eléctricas que transmiten al nervio oOptico o al cerebro (Roush, 1995). No
obstante, todavia estan en fase de estudio y desarrollo, por lo que su uso en la préactica
estd limitado a pacientes con profunda pérdida visual, en los que han demostrado
producir una mejoria en la vision (Da Cruz et al., 2013).

La infeccion de las protesis relacionadas con la visidn es relativamente habitual: el
crecimiento de agregados bacterianos en forma de biofilm (ver apartado 4 de
Introduccion) se ha demostrado en LC, en la infeccion de las LIO y de los anillos
corneales. La infeccion de las LIO provoca una grave reaccion inflamatoria en los
tejidos intraoculares (endoftalmitis), resultando casi siempre una severa pérdida de
visién. Los gérmenes causales proceden de la flora conjuntival, habiéndose
determinado, en el 82% de los pacientes con endoftalmitis post-cirugia de catarata, que
los microorganismos presentes en el vitreo eran genéticamente idénticos a los aislados
de la conjuntiva (Speaker et al., 1991). Curiosamente, los cerclajes esclerales, muchas
veces retirados por una segunda cirugia de retina sin signos clinicos de infeccion,
aparecen con crecimiento bacteriano en biofilm en méas de la mitad de los casos, sin que
en esta localizacion extraocular provoque reaccion inflamatoria necesariamente (Zegans
et al., 2002).

2.2. Protesis derivativas

El glaucoma es una enfermedad neurodegerativa, probablemente de etiologia
vascular, en la que las fibras nerviosas que componen el nervio Optico sufren una
muerte acelerada. Aunque pueden existir diferentes factores, el mas relevante,
estudiado, y sobre el que actGan los tratamientos disponibles en la actualidad es la
presién intraocular (P1O). Se considera que en los pacientes con glaucoma primario de
angulo abierto (el tipo de glaucoma mas frecuente) por cada mm de Hg de descenso de
la P1O se disminuye en aproximadamente un 10% la posibilidad de progresion de la
enfermedad (Leske et al., 2004).

Dada la importancia de controlar la PIO y lo dificil que puede resultar descenderla

en determinados tipos de glaucoma, se han disefiado sistemas artificiales de drenaje del
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humor acuoso (derivativos) para aquellos pacientes con presion intraocular elevada que

no responden a otros tratamientos.

Ya en el siglo XIX Wecker intentd colocar un cable de oro que comunicara el
interior del globo ocular con el espacio subconjuntival. Posteriormente, se probd con
tubos de oro, pero dejaron de utilizarse por su alta tasa de exposicion y expulsion, por lo
que no fue hasta el desarrollo de los materiales plasticos en el siglo XX cuando se
empezaron a emplear los tubos para drenaje del humor acuoso del ojo y asi, disminuir
la P10 en aquellos pacientes con glaucoma en los que fracasaban otros tratamientos
(Kornilaeva, 2003).

El oftalmologo ruso Bolgov fue el primero, en 1950, en emplear un tubo de
polietileno para este fin, mientras que posteriormente Bietti y Zivotovskii emplearon
otros materiales plasticos, como el polivinilo (Zhivotovskii, 1967). Un siguiente paso en
este tipo de protesis se consiguio con el denominado implante de Molteno (Figura 7),
al conectar un tubo fabricado en polimero acrilico a un plato del mismo material, que
era suturado a la esclerética del globo ocular (Molteno, 1969). Este dispositivo, con
ligeras modificaciones, como el implante de Baerveldt, se sigue empleando en la
actualidad con buenos resultados.

Episcleral Bleb roof
plate
Flat facet Flat facet

V74

Bevel Bleb cavity ———L1q

Bevel / /

Translimbal /

(L
/4. v
tube )
tube
Suture hole
with
radial groove

F1G. 2 Diagrammatic cross-section of eye, showing
implant in position

FIG. 1 Diagram showing features of implant and
position on sclera

Figura 7. Dibujo original publicado por Molteno de su dispositivo de drenaje del humor acuoso. (Tomada
de Molteno, 1969).
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No obstante la principal desventaja de estos sistemas derivativos es que al carecer
de un mecanismo valvular podian provocar importantes hipotonias oculares. Para
solucionar esta complicacion, Krupin inventé en 1976 el dispositivo de drenaje
valvulado (Krupin et al., 1976). En este mismo concepto se basan los sistemas
valvulares modernos como la valvula de Ahmed, fabricada en silicona, con la que se

alcanzan resultados satisfactorios a largo plazo (Wilson et al., 2003).

Otra posible complicacion de los implantes derivativos es la necrosis del tejido
que recubre el tubo de drenaje, produciéndose la salida parcial de la protesis
(exposicién) y la consiguiente colonizacion del dispositivo por bacterias de la flora
conjuntival. Por ello se aconseja, durante la cirugia de colocaciéon del implante, el
recubrimiento del tubo con tejido, bien autélogo, homdélogo o heterélogo, a fin de

prevenir esta grave complicacion (Gedde et al., 2001).

La exposicion del tubo ha sido una de las razones para el desarrollo de los Gltimos
tipos de protesis en relacion con el glaucoma, que han consistido curiosamente en
retomar una antigua idea: emplear tubos de metal para conseguir derivar hacia el
exterior del ojo el humor acuoso. El implante supracoroideo, fabricado en oro, el
implante EXPRESS®, de acero, o el iStent®, de titanio, estan consiguiendo buenos
resultados tras modificar su forma y tamafio (Traverso et al., 2005; Freedman, 2010;
Skaat et al., 2014). Tanto el implante supracoroideo como el iStent® se colocan
atravesando la malla trabecular desde la camara anterior hacia el espacio virtual entre la

coroides y la esclerotica, denominado espacio supracoroideo (Figura 8).

Malla trabecular

iStent

Figura 8. Dibujo del implante iStent®, de tan sélo 1 mm de longitud, disefiado para ser introducido en el
angulo irido-corneal, desde la camara anterior, atravesando la malla trabecular hasta el espacio

supracoroideo. (Modificada de Nichamin, 2009).
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El implante iStent®, con tan s6lo 1 mm de longitud, es la prétesis mas pequefia,
hasta la actualidad, que se implanta de forma rutinaria en el ojo humano (Nichamin,
2009). Por el contrario, el implante EXPRESS® se coloca a través de una esclerectomia

desde el espacio supracoroideo hasta la camara anterior (Figura 9).

Figura 9. Esquema del implante EXPRESS® disefiado para su colocacion, a través de una esclerectomia,

desde el espacio supracoroideo a la cAmara anterior. (Tomada de Traverso et al., 2005).

2.3. Protesis oculoplasticas o perioculares

Con el término de cirugia oculoplastica nos referimos a una subespecialidad de la
oftalmologia encargada del estudio, diagnostico y tratamiento de las enfermedades de

los anexos oculares: parpados, orbita y via lagrimal.

A lo largo de los siglos, en el area periocular se han desarrollado varios tipos de

protesis oculoplasticas, con finalidad funcional, estética o mixta (Tabla 1).

Esta amplia diversidad de proétesis ha supuesto también el empleo de una gran
variedad de materiales, que se ha visto notablemente incrementada con el desarrollo de

los polimeros plasticos a lo largo del siglo XX.

A continuacion, expondremos los diferentes tipos de protesis perioculares,
deteniéndonos en el desarrollo de los materiales que actualmente tienen un mayor uso y
relevancia. Tambien comentaremos las complicaciones que afectan a estos dispositivos,

centrandonos en los factores relacionados con las complicaciones infecciosas.
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Tabla 1. Diferentes tipos de protesis en cirugia oculoplastica clasificadas por su funcion.

PROTESIS PERIOCULARES

FUNCIONALES ESTETICAS MIXTAS

- Pesas palpebrales

- Resortes palpebrales - Prétesis oculares - Laminas y material de
- Ortesis palpebrales - Protesis esclerales osteosintesis en fracturas
- Bandas de traccion de las paredes orbitarias

palpebral

- Implantes orbitarios

- Intubaciones - Hidrogeles

lagrimales autoexpandibles
- Tapones lagrimales - Cufias subperiosticas
- Tubos de

conjuntivorrinostomia

2.3.1. Protesis palpebrales

Pesas palpebrales: En 1966 Smellie propuso el empleo de una pesa de oro
colocada en el espesor del parpado superior con la finalidad de permitir el cierre de los
parpados en los pacientes con paralisis facial, por el efecto de la gravedad sobre la pesa
colocada en el parpado (Smellie, 1966). Este tipo de protesis continia empleandose de
forma habitual en la actualidad. Aunque en general el oro se tolera bien, se han descrito
reacciones inflamatorias a estas protesis (Bair et al.,, 1995) por lo que se han
desarrollado pesas en platino, en forma de cadena, que presentan una tolerancia todavia

mejor, aungue su precio es algo mas elevado (Bladen et al., 2012).

Resortes palpebrales: Louis de Wecker, en su obra “Thérapeutique oculaire” de
1879, proponia un dispositivo cuya funcion era mantener la apertura de los parpados en
pacientes con ptosis palpebral. Estaba basado en un sistema de muelle, fabricado en
plata y disefiado para introducir sus ramas en el espesor palpebral, quedando la zona con
el muelle bajo el tejido del reborde orbitario supero-externo (Junceda Avell6 et al.,
1998). En el siglo XX, otros cirujanos franceses describieron un sistema mecanico para

aumentar el cierre palpebral en pacientes con lagoftalmos paralitico (Morel-Fatio y
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Lalardrie, 1964). Los resortes palpebrales modernos fueron disefiados por Levine en una
aleacion de niquel (Levine, 1999), metal que es compatible con la realizacion de una
resonancia magnética, pudiendo emplearse tanto para pacientes con ptosis palpebral
miogénica, como en pacientes con lagoftalmos paralitico (Figura 10). A pesar de sus
interesantes aplicaciones estos dispositivos no han sido comercializados, por lo que uso
continua siendo escaso ya que su fabricacion es artesanal (Fay y Santiago, 2012).

Ortesis palpebrales: En el péarpado inferior es frecuente que se produzca la
retraccion del mismo después de una pardlisis facial, enfermedad tiroidea o en el
sindrome post-enucleacién (Mavrikakis et al., 2009). El cirujano francés Arion propuso
una técnica de cerclaje palpebral, empleando una banda de silicona en el espesor del
tejido para sostener el parpado (Arion, 1972). Esta técnica, también conocida como hilo
de Arion, permitia una correccion dinamica de la paralisis palpebral (English y Apel,
1973). Sin embargo, con el tiempo la silicona perdia tensién disminuyendo su efecto y
ademas podia exponerse al necrosarse el tejido palpebral supra-yacente (Deroche et al.,
1977).

Figura 10. Radiografia lateral de craneo de paciente con resortes palpebrales, uno en cada ojo. Estos
dispositivos permiten la apertura palpebral en caso de fracaso conjunto de la funcién del musculo

elevador del parpado y del masculo frontal. (Tomado de Fay y Santiago, 2012).

Otro material que se ha empleado para fabricar ortesis palpebrales ha sido el
polietileno poroso de alta densidad (PPAD) (Medpor®), con un disefio de ldamina para
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ser colocada en el interior del parpado. Aunque en la cirugia oculoplastica el uso del
PPAD comenz6 con la fabricacion de implantes orbitarios (Karesh y Dresner, 1994), su
uso como ortesis palpebral obtuvo inicialmente buenos resultados tanto a nivel
experimental (Morton et al., 2000) como clinico (Wong et al., 2001). No obstante, al
incrementar su empleo se observéd que se producian complicaciones (exposicion, mala
estabilidad, mal contorno,...) en casi la mitad de los pacientes (Tan et al., 2004). En la
actualidad su uso como espaciador palpebral es cada vez mas reducido, en favor de
materiales bioldgicos como tarso, esclerética, periostio, fascia lata, cartilago auricular,
mucosa de paladar duro o mucosa nasal (Kakizaki et al., 2007). No obstante, como
veremos mas adelante, la gran versatilidad del PPDA y sus caracteristicas hacen que

actualmente sea unos de los materiales mas empleados en cirugia oculoplastica.

Ademas de las ortesis palpebrales, se han desarrollado ortesis para conseguir la
elevacion o sujecion de la ceja. Estos dispositivos con finalidad estética, como el
Endotine® (Stevens et al., 2003) o el Ultratine® (Apfelberg et al., 2008), estan
fabricados con polimeros reabsorbibles, y constituyen un ejemplo de protesis
completamente reabsorbible.

Bandas de traccion palpebral: Este tipo de material se implanta para conseguir
movilizar una estructura, en nuestro caso el parpado, transmitiendo la contraccién de un
musculo sano. Al contrario que las ortesis que actian como un esqueleto artificial, las

bandas pretenden actuar como tendones artificiales que transmitan el movimiento.

Una de las patologias mas frecuentes en cirugia oculoplastica es la caida del
parpado superior o ptosis palpebral. En aquellos pacientes en los que el mdsculo
elevador del parpado no tiene funcion o es minima, se realiza la “conexion” del parpado
al musculo frontal (siempre que éste tenga capacidad contractil). Para realizar esta
técnica, denominada suspension frontal, se han empleado bandas de traccion de
diferentes materiales, tanto bioldgicos: fascia lata (Payr, 1909), esclerética de banco de
tejidos (Helveston y Wilson, 1975), tenddn palmar largo (Kurihara et al., 1984) o fascia
temporal (Fan, 2001); como sintéeticos: suturas (Dransart, 1880; Saunders y Grice, 1991,
Chow et al., 2011), silicona solida en forma de tira aplanada (Tillett y Tillett, 1966) o
redondeada (Leone et al., 1981), mallas de poliéster (Mersilene®) (Downes y Collin,
1989) o bandas de politetrafluoretileno expandido (ePTFE) (Goretex®) (Adenis et al.,
1989).
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Las principales complicaciones del uso de bandas fabricadas con materiales
sintéticos son la colonizacion microbiana de las mismas durante su implantacion
(Saunders y Grice, 1991; Davies et al., 2013), asi como la formacién de granulomas por
reaccién a cuerpo extrafio, siendo especialmente tendentes a esta complicacion la
silicona (Hersh et al., 2006), el Mersilene® (Mehta et al., 2004) y el Goretex® (Silverio
et al., 2009).

La contaminacién de estas prétesis con microorganismos durante su implante
suele provocar las primeras manifestaciones clinicas de una a varias semanas después de
la cirugia (Figura 11), como es caracteristico del crecimiento bacteriano en biofilm,

como veremos mas adelante.

Figura 11. Abscesos en parpados y cejas en paciente con sindrome de blefarofimosis, 4 semanas después
de la correccidn de la ptosis palpebral mediante suspension frontal con bandas de silicona. En el cultivo
se aislo Mycobacterium chelonae y Candida parapsilosis. La paciente se cur6 con tratamiento
antibacteriano y antifingico intravenosos y extraccion de los bastones de silicona (Tomado de Davies et
al., 2013).

2.3.2. Prétesis de la via lagrimal

Intubaciones o stent lagrimales: El término anglosajén stent se refiere a un tipo
de implante que mantiene la luz de un conducto, generalmente un vaso. La Real
Academia Espafiola de la Lengua ha reconocido y adaptado este vocablo al castellano,
estando aceptado como estent. El origen de este término parece estar en el apellido de
Charles Thomas Stent, dentista inglés que patentd un material termoplastico, mas
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adelante conocido como “pasta de Stent”. Sin embargo fue el doctor Charles Dotter,
considerado padre de la radiologia intervencionista, quien utilizé el término stent para
referirse a las espirales de metal que colocaba en las arterias popliteas en sus
experimentos con perros (Ambekar y Nanda, 2013). Un estent es un dispositivo
artificial que permite dar consistencia a una estructura tubular, manteniendo permeable
su luz, por lo que debemos considerarlo como una ortesis. Un término sinbnimo, muy

empleado en la practica clinica, es “intubacién”.

Se han desarrollado diferentes tipos de stents o intubaciones para solucionar la
obstruccion de la via lagrimal, que lleva la lagrima desde el fondo de saco conjuntival a
la fosa nasal. Podemos diferenciarlos en dos grandes grupos: stents de paso de lagrima

intraluminal y stents de paso de lagrima periférico.

Los stents de paso intraluminal son tubos huecos, de distintos materiales, que
se colocan en la via lagrimal bajo control radioscopico desde la fosa nasal, hasta el saco
lagrimal a través del conducto nasolagrimal para que la lagrima circule por su interior.
Este tipo de stent resultaron de gran interés para los radiélogos intervencionistas,
fabricandose en acero expandible (Song et al., 1993), polietileno (Song et al., 1994),
poliuretano (Song et al., 1995), nitinol (una aleacién de niquel y titanio, con memoria
térmica) (Ko et al., 2003) e hidrogel acrilico (Goldberg et al., 2008). Los stents de acero
resultaron muy poco efectivos, consiguiendo solamente una tasa de permeabilidad a
medio plazo de un 25% (Asencio Duran et al., 2004). Con materiales plasticos o con
nitinol se alcazaba un éxito inicial de un 70% pero posteriormente tendian a ocluirse
(Ko et al., 2003). Una ventaja de los stents fabricados en poliuretano era que su retirada
resultaba mas facil, hecho importante, ya que con este tipo de implantes era habitual que
los pacientes tuvieran molestias o infecciones (Lunardelli et al., 2008), por lo que en la

practica los cirujanos oculoplasticos han desistido de este tipo de ortesis.

Por el contrario, los stents de paso periférico de la ldgrima gozan de gran uso.
Consisten en un hilo cilindrico de silicona de 1-2 mm de grosor y varios centimetros de
longitud, que se coloca desde los puntos lagrimales hasta la fosa nasal, pasando la
lagrima entre la silicona y la mucosa de la via lagrimal. Este material artificial se
emplea para favorecer que las cirugias realizadas en la via lagrimal se mantengan
permeables al evitar la cicatrizacion entre si de las paredes mucosas, especialmente en

sus tramos mas estrechos, como son los canaliculos lagrimales y la union del canaliculo
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comun con el saco lagrimal. Por tanto, este tipo de stents no expanden las paredes de la
via lagrimal, sino que sélo evitan el contacto entre si, es decir, lo que realmente realizan
es una intubacion o tutorizacion de la via lagrimal, por lo que habitualmente se
denominan “intubaciones”. Aunque inicialmente se emplearon fabricadas en polietileno
(Griffith, 1963), posteriormente se emplearon en silicona (Gibbs, 1967) que son las
utilizadas actualmente. Estas intubaciones pueden ser bicanaliculares o

monocanaliculares.

Las intubaciones bicanaliculares, tras pasar un extremo por el canaliculo
superior y el otro por el inferior, se fijan anudando ambos extremos en la fosa nasal
(Griffith, 1963). Las intubaciones monocanaliculares (Monoka®, Mini-Monoka®)
presentan una dilatacion en forma de reloj de arena en un extremo, de manera que éste

queda fijado en el punto lagrimal.

Aunque se ha descrito la posibilidad de originar granulomas en la via lagrimal
por el contacto prolongado de la silicona con la mucosa nasal (Allen y Berlin, 1989), su
uso se considera necesario para alcanzar una tasa elevada de éxito en las cirugias de la
via lagrimal en las que se produzca una laceracion intencionada o accidental de los
canaliculos (Liang et al., 2012). Aunque estos dispositivos pueden mantenerse de forma
prolongada en la via lagrimal, estan pensados para ser retirados unas semanas 0 meses
después de la cirugia (Mehrotra y Rai, 1975), ya que se han realizado estudios de
microscopia electrénica que demuestran la presencia de agregaciones bacterianas sobre
la superficie de silicona de estas intubaciones (Figura 12), pudiendo relacionarse con un
aumento de la secreciébn mucosa, hiperemia e irritacién en la zona del canto interno

palpebral en los pacientes portadores de estas intubaciones (Parsa et al., 2010).

Tapones lagrimales: Estos pequefios dispositivos permiten ocluir el punto
lagrimal en pacientes con ojo seco, aumentando la cantidad de lagrima disponible al
disminuir su drenado (Figura 13). Tienen forma de reloj de arena, de unos 0,4 mm de
grosor minimo por unos 2 mm de longitud maxima, lo que permite que queden sujetos
en el esfinter del punto lagrimal. La ventaja de emplear tapones lagrimales frente a la
cirugia (termocoagulacién o electrocauterizacion del punto) es la reversibilidad de la
técnica (McCabe, 2009): los tapones pueden ser facilmente retirados en el caso de que

provoquen lagrimeo, también denominado epifora.
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Figura 12. A. Imagen de microscopia electrénica de una intubacion bicanalicular de silicona, retirada a
las 5 semanas de su implantacidn: se observa el aspecto rugoso de la superficie con material adherido a la
misma. B. Ampliacion del cuadro sefialado en la figura 12A: se observan formas coco-bacilares

embebidas en una matriz extracelular. (Modificada de Parsa et al., 2010).

El uso de tapones lagrimales fue descrito por primera vez por Freeman en 1975
(Piccone, 2000). A finales de 1970 ya se fabricaban en silicona (Adams, 1978), y
aungue posteriormente se probd con otros materiales no reabsorbibles como polietileno,
polimetilmetacrilato, cianoacrilato (Hirai et al., 2012), teflon (Kompella et al., 2010), o

hidrogel acrilico termosensible, actualmente la silicona es el material mas empleado.

Figura 13. Tapon lagrimal de silicona en su aplicador, previo a la introducciéon del mismo en el punto
lagrimal (Tomada de McCabe, 2009).
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Como complicaciones, pueden producirse extrusiones (pérdida del implante por
salida del mismo), migraciones (desplazamiento del dispositivo hacia el interior
corporal, en este caso siguiendo la via lagrimal), granulomas, infecciones e incluso se ha

descrito la necrosis aséptica del tejido palpebral circundante (Mukherji et al., 2008).

Aunque la extrusion es la complicacion mas comun (aproximadamente un 30%
al afio del implante) (Kaido et al., 2013), la migracion se asocia con la obstruccién e
infeccion de la via lagrimal en forma de canaliculitis o dacriocistitis (Rumelt et al.,
1997), siendo preciso retirar el tapon lagrimal. Dado su pequefio tamafio, la ecografia
(Hurwitz et al., 2004) y la dacrioendoscopia (Takahashi et al., 2013) resultan dtiles para
localizar el tapon lagrimal migrado. Las migraciones y sus consecuencias pueden
disminuirse empleando tapones reabsorbibles por lo que se han fabricado tapones en
coladgeno, gelatina, catgut, hidroxipropil-metil-celulosa (Hirai et al., 2012),
policaprolactona, polidioxanona (Kompella et al., 2010), siendo el colageno el material

reabsorbible mas empleado en la actualidad.

Dado que estos dispositivos estdn en contacto con la flora conjuntival es
frecuente la adhesion y colonizacion de los mismos por los microorganismos que la
componen, llegandose a encontrar comunidades microbianas (Figura 14) en forma de
biofilm (ver apartado 4 de Introduccion) en el 53% de los tapones estudiados (Sugita et
al., 2001). De estos agregados se han aislado diferentes microorganismos como:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus (Sugita et al., 2001), Actinomyces
odontolyticus (Takemura et al., 2002), Staphylococcus haemolyticus, Candida tropicalis
(Yokoi et al., 2000) y Aspergillus fumigatus (Tabbara, 2007).

La importancia de la formacién del biofilm sobre los tapones lagrimales radica
en que éste se ha relacionado con provocar conjuntivitis (Yokoi et al., 2000). Ademas,
la adhesion de los microorganismos depende del material protésico y de la forma del
tapon. Asi, se ha estudiado in vitro la diferencia en la adhesiéon entre los tapones
lagrimales fabricados en silicona y en colageno, apreciando una adhesion del S.
epidermidis a los 5 minutos significativamente mayor al colageno que a la silicona
(John et al., 2001). Respecto a la forma, la zona con mayor formacién de biofilm
corresponde con el orificio del tapdn donde se inserta el vastago del aplicador (Tabbara,
2007).
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Figura 14. A. Micrografia electronica de barrido mostrando el biofilm sobre tapon lagrimal: se observa
una densa colonia de bacterias coco-bacilares sobre una superficie irregular de material extracelular. B.
Micrografia electrénica de transmision mostrando bacterias del biofilm sobre tapdn lagrimal: se observa
la division de una de las bacterias (flecha) y la densa matriz extracelular intimamente asociada a la pared
bacteriana. (Modificada de Sugita et al., 2001).

Esta es la razén por la que algunos tapones, como por ejemplo los perforados o
stents de punto lagrimal (pensados para abrir el punto lagrimal y disminuir la epifora en
pacientes con estenosis del punto lagrimal) se fabrican en silicona recubierta de

polivinilpirrolidona que hace que la superficie sea menos adherente (Bohlman, 2003).

Tubos de conjuntivorrinostomia: Este tipo de protesis permite resolver la
epifora en aquellos pacientes que presentan una obstruccion severa y proximal de los
canaliculos, al establecer una comunicacion directa entre el fondo del saco conjuntival y
la fosa nasal (Figura 15). Esta técnica, denominada conjuntivodacriocistorrinostomia
fue propuesta por Jones en 1962 empleando un tubo recto de vidrio Pyrex® (Jones,
1962) que hasta la actualidad ha sido el material mas empleado, sufriendo tan solo
algunas pequefias modificaciones en su forma: recta o angulada (Mombaerts y Colla,
2007), rugosidad (Dailey y Tower, 2005) o grosor (Gladstone y Putterman, 1985).
Actualmente, esta técnica se realiza con vision endoscépica nasal, sin necesidad de
realizar el paso intermedio a través del saco lagrimal, por lo que se denomina mas

propiamente conjuntivorrinostomia.

Se ha intentado fabricar tubos de conjuntivorrinostomia con otros materiales
como silicona (Carroll y Beyer, 1973), hidrogel hidrofilico (Busse, 1982) o tubos de
cristal recubiertos de PPAD (Fan et al., 2008), aunque el material que mejores

resultados sigue alcanzando es el vidrio de borosilicato (Pyrex®).
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Figura 15. Esquema de la colocacion de un tubo de
Jones, en este caso angulado. Este tipo de protesis
permite restablecer el paso de la lagrima al crear una
comunicacion directa o bypass desde el fondo de

saco conjuntival, a nivel de la carGncula, hasta la

fosa nasal. (Tomada de Mombaerts y Colla, 2007).

Pese a que este tipo de protesis permite resolver la epifora en mas de un 95% de
los casos (Sekhar et al., 1991), su tasa de complicaciones es también muy elevada: mas
del 50% de los pacientes presentardn algun tipo de complicacion (Lim et al., 2004),
siendo las mas frecuentes el desplazamiento del tubo, su obstruccién y la formacion de

granulomas conjuntivales (Mombaerts y Colla, 2007).

La infeccion del tejido adyacente al tubo también es frecuente (un 5,8 % segln
Sekhar et al., 1991), dado que este tipo de protesis esta pensada para mantenerse de
forma permanente y, ademas, esta en contacto continuo con la lagrima y la flora
conjuntival, lo que favorece la formacién de biofilms bacterianos. La aparicion de
secrecion, hiperemia y dolor, datos clasicos de infeccion, se han relacionado con la
formacidn de biofilms sobre la cara externa del tubo (Figura 16) (Parsa et al., 2010).

[ SU0pm

Figura 16. A. Micrografia electronica de barrido de un tubo de Jones retirado de un paciente con signos
de infeccion. Se observa material amorfo en la cara externa del tubo. B. Micrografia electrénica de
barrido estudiando el material amorfo, en el que se pueden encontrar formas bacterianas coco-bacilares
(flechas con asterisco) embebidas en una matriz extracelular polimérica. (Modificada de Parsa et al.,
2010).
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Ademas, la comunicacion directa de la conjuntiva con la fosa nasal a través del
tubo hace que exista un flujo retrogrado de bacterias, observandose que la flora
conjuntival se modifica, siendo mas similar a la flora nasal (Can et al., 1998).

2.3.3. Protesis de globo ocular

Desde la antigliedad se ha considerado a los ojos como una parte del cuerpo
relacionada con el alma, la magia y el destino. La pérdida de un ojo suponia y supone
una alteracion muy importante del rostro, con una repercusion social y psicologica
muchas veces superior a la merma funcional, si se conserva una vision adecuada en el
ojo contrario. Para disminuir esta alteracion estética se han desarrollado maltiples tipos

de ojos artificiales con diversos materiales.

Protesis oculares: El descubrimiento arqueologico del grupo de Sajjadi en 2007
de un ojo protésico de casi 5.000 afios de antigiedad, ha retrasado la datacién de las
protesis oculares cientos de afios respecto a los conocimientos previos (Figura 17).

Figura 17. Prétesis ocular hallada en la 6rbita izquierda del craneo de una mujer en la excavacion de

Shahr-i-Sokhta (Irén). Es el ojo artificial mas antiguo descubierto. (Modificada de Sajjadi et al., 2008).

Este singular ojo artificial, fabricado con brea seca y cubierto de filamentos de
oro, presenta dos perforaciones que permitian el paso de cintas para sujetarlo a la cabeza
(Figura 5). La marca que estas ligaduras dejaron en los huesos de la 6rbita ha permitido

deducir que era empleado de forma muy prolongada, seguramente a diario, por su
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portadora: una mujer de gran talla (se ha calculado que media unos 180 cm de altura) y
que probablemente era una sacerdotisa o adivina. Los arquedlogos creen que la
finalidad de este objeto era conseguir un aspecto sobrenatural, mas que imitar a un ojo
sano. Ademas, el estudio de las lesiones dseas ha permitido averiguar que esta mujer

sufrid un absceso en el parpado, seguramente por el roce constante del ojo protésico.

Este hallazgo ha sido revolucionario por su datacion y por el hecho de que fuera
un ojo artificial usado en vida, ya que hasta ahora se conocian los ojos artificiales
fabricados en la antigliedad por egipcios y griegos, pero a fin de decorar las momias o
las estatuas. Parece que los romanos fabricaban ojos artificiales de arcilla que se fijaban
a una tela para poder ajustarlos a la cabeza de la persona (Roman, 1994), aunque el
empleo de protesis oculares no esta bien documentado hasta el siglo XV1 de nuestra era,
en la que el cirujano francés Ambroise Paré (1510-1590) disefié varios prototipos para
fijar un ojo artificial a la cavidad orbitaria, bien por encima de los parpados (protesis
denominada Ecblepharo) (Figura 18) o bien por debajo de los parpados
(Hypoblepharo). La proétesis Hypoblepharo consistia en una cascarilla de oro o plata

con el dibujo de la esclerdtica y el iris en esmalte (Trester, 2010).

Estas protesis de metal esmaltado, aunque duraderas, eran mal toleradas por los
tejidos de la orbita, por lo que a finales del siglo XVI se comenz6 a experimentar con
otros materiales. En Venecia se hicieron los primeros ojos de cristal en 1619 con una
técnica propia que permanecid secreta durante mas de un siglo. Estos primeros ojos de
vidrio se realizaban mediante cristal moldeado y a medida del paciente, aunque

resultaban toscos, poco confortables y muy fragiles (Guyton, 1948).

Figura 18. Disefio de protesis ocular Ecblepharo de Ambroise Paré. (Modificada de Trester, 2010).
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A partir de 1740 se comenzaron a realizar ojos de cristal soplado en Francia. Las
prétesis oculares realizadas en cristal soplado tenian una superficie mucho méas suave
que las de cristal moldeado y carecian de bordes afilados, lo que las hacia mucho mas
comodas. Ademas, el vidrio es un material relativamente inerte para los tejidos, por lo
gue provocaban menos secreciones que las protesis de metal esmaltado. Esto hizo que
las protesis de cristal soplado se impusieran a sus predecesoras existiendo una notable
industria de produccién en Francia durante los siglos XVIII y XIX. Los sopladores de
vidrio especializados en realizar protesis oculares empezaron a ser conocidos: Hazard-
Mirault, Rho, M. Auzon Carré, Gaucher, Desjardin, y, sin duda, el mas importante,

Auguste Boissonneau (Trester, 2010).

Auguste Boissonneau (1802 - 1883) se le considera padre de la “ocularistica”
término que el mismo acufié para referirse a la ciencia de fabricar ojos artificiales.
También propuso el término *“ocularista” para referirse al fabricante de protesis
oculares, que ha tenido una gran aceptacion y se emplea con normalidad entre
oftalmdlogos y protésicos oculares. Boissonneau marcaba diferencias respecto a otros
vidrieros: visitaba a sus pacientes, tenia conocimientos médicos, estudiaba las
peculiaridades anatomicas de cada individuo, y buscaba un ajuste y manufactura
individualizada (Trester, 2010).

En la segunda mitad del siglo XIX, Ludwig Muller Uri, un soplador de vidrio
aleman, modifico la técnica francesa de fabricacion de protesis oculares, consiguiendo
ojos artificiales mas naturales y hermosos al disefiar un nuevo método para recrear el
iris. Uri en principio fabricaba estas piezas para los o0jos de mufiecas, pero
posteriormente los oftalmologos alemanes empezaron a solicitar sus servicios para los
pacientes. Su calidad, superior a los ojos protésicos franceses, hizo que el centro

mundial de produccién se moviera de Paris a Alemania (Smit et al., 1991).

Los ojos de cristal tenian una forma de cascarilla fina, y los bordes, aunque
redondeados, podian resultar incomodos para los pacientes. EIl oftalmélogo danés
Hermann Snellen disefid un nuevo concepto de protesis ocular, el llamado *ojo
reformado” (Reform-augen). Estas prétesis consistian en dos cascarillas de cristal que se
soldaban, quedando un espacio hueco en su interior, y unos bordes mas suaves y
redondeados. La cascarilla posterior se adaptaba a la forma de la cavidad orbitaria,

mientras que la cascarilla anterior imitaba el aspecto de un ojo sano (Knauer y Schliter,
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2010). Este disefio tenia dos grandes ventajas: los bordes mas redondeados resultaban
mucho mas comodos y la prétesis podia tener el grosor que fuera necesario para rellenar

la cavidad orbitaria (Figura 19).

Figura 19. A. Esquema del perfil de un ojo de cristal convencional. B. Perfil de un ojo de Snellen o
reform-augen. (Modificado de Weidler, 1917).

En 1898, bajo la direccion de Snellen, los hermanos Muller, vidrieros de
Wiesbadem, comenzaron a fabricar este nuevo tipo de protesis oculares,
generalizandose su uso entre la poblacion a partir de la I Guerra Mundial. Existian
colecciones de ojos de cristal, creados por los artesanos vidrieros y se seleccionaba la
pieza que mejor se adaptaba al paciente, siendo rara la manufactura personalizada
(Guyton, 1948). La principal desventaja del reform-augen residia en su fragilidad: el
vacio relativo del interior de las protesis de cristal con dos cascarillas (aproximadamente
la mitad de la presion atmosférica) hacia que pudieran implosionar de forma
espontanea, habiéndose descrito varios casos (Weidler, 1917). Ademas, la superficie del
cristal era erosionada por el efecto quimico de la lagrima y las secreciones conjuntivales
haciendo que la protesis se volviera rugosa: una protesis de cristal con plomo tenia una
duracion de entre 9 meses y 2 afios, mientras que una protesis de cristal con carbonato
de sodio podia durar algo mas, aunque este tipo de cristal era mas fragil (Wardman,
1944).

Durante la 1l Guerra Mundial el suministro de ojos de cristal se vio bruscamente
interrumpido, ya que de forma casi exclusiva se fabricaban en Alemania. Ademas, el
incremento del ndmero de pacientes anoftalmicos por el conflicto bélico, hacia
necesario un método répido, barato y sencillo de conseguir prétesis oculares. El
desarrollo de materiales plasticos en el campo de la odontologia, hizo que se
comenzaran a fabricar en los Estados Unidos de América protesis oculares con resina

acrilica polimerizada (Figura 20) (Smit et al., 1991).
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Figura 20. Prétesis ocular actual fabricada con polimetilmetacrilato (PMMA) tras la polimerizacion de la

resina acrilica. A. Vista frontal. B. Vista de perfil. (Coleccidn particular del autor).

Este material plastico presenta varias ventajas sobre el cristal: tiene un peso
mucho menor, la fabricacion personalizada resulta mas econémica y sencilla, ya que no
es necesario un artesano vidriero, y ademas su duracion es mucho mayor que el cristal.
La resina acrilica se polimeriza en forma de PMMA, siendo practicamente impermeable
al agua, muy resistente a los golpes y muy ligera. Su resistencia a la erosion por los
fluidos lagrimales es considerablemente mayor que el cristal, siendo necesario
recambiarlas a los 7 u 8 afios de media (Nerad, 2010). No obstante, el PMMA tiene
algunas desventajas, como ser potencialmente alergénico, tener caracteristicas
hidrofobicas y ser relativamente blando, respecto al cristal (Smit et al., 1991). Pese a
todo, sus inconvenientes son ampliamente superados por sus ventajas, por lo que hoy en

dia practicamente todas las protesis oculares se fabrican con este material acrilico.

Protesis esclerales: Son practicamente idénticas a las protesis oculares, con la
Unica diferencia de que estan disefiadas para ser empleadas en pacientes que conservan
su 0jo, aunque sin vision y con mal aspecto estético (Figura 21). Actualmente se
fabrican con el mismo material acrilico y sélo tienen como peculiaridad que su grosor

debe ser lo més delgado posible.

Figura 21. A. Paciente con ojo derecho ciego y antiestético tras un traumatismo. B. Mismo paciente con

su protesis escleral sobre ojo derecho. (Coleccion particular del autor).
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2.3.4. Protesis de relleno orbitario

Karesh en 1998 establecié dos tipos de implantes o protesis orbitarias:
intraconales (para referirse a los implantes orbitarios propiamente) y extraconales (para
referirse a los implantes colocados por debajo del periostio y dirigidos bien a aportar
volumen o bien a reparar las fracturas de las paredes orbitarias) (Karesh, 1998).
Consideramos que esta clasificacion es confusa, ya que el espacio extraconal se halla
entre el cono muscular y el periostio y, por tanto, no coincide exactamente con el
espacio subperiostico. Otra clasificacion propuesta diferencia entre implantes orbitarios
esféricos, los empleados en las cavidades anoftalmicas, e implantes orbitarios
reconstructivos, para referirse a las laminas y material de osteosintesis empleado en la
reparacion de fracturas (Ainbinder et al., 1998). Esta clasificacion también es
incompleta ya que nuevos dispositivos, como las esferas autoexpandibles, no tendrian

cabida.

Asi pues, preferimos clasificar las protesis orbitarias por su funcién en vez de por
su localizacién, pudiendo distinguir dos grandes grupos de protesis orbitarias: las
prétesis de relleno orbitario (implantes orbitarios, esferas autoexpandibles y cufas
subperiosticas) que permiten reponer el volumen perdido por atrofia o eliminacion de
tejidos orbitarios, y las prétesis para reparar o sustituir los huesos que componen las

paredes orbitarias.

Implantes orbitarios: Permiten aportar volumen a una oérbita en la que se ha
eliminado el globo ocular de forma completa (enucleacién ocular) o s6lo su contenido
respetando la esclerotica (evisceracion ocular) (Figura 22). En ambos casos se produce
una pérdida de volumen de unos 6-8 mL (Troyano y Romo, 2009), que deben ser
repuestos con la finalidad de emplear una protesis ocular delgada y ligera, evitar el
aspecto de ojo hundido o enoftalmos, y en definitiva mejorar el aspecto estético del

paciente.

La primera cirugia con implante orbitario fue publicada por Mules en 1885,
utilizando una esfera hueca de cristal (Sami y Young, 2010). Este tipo de esferas
enterradas, tenian como principal complicacion la exposicion (pérdida del tejido blando

de recubrimiento), que al avanzar terminaba en la extrusion (expulsion del implante).
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Protesis

ocular \

Implante
orbitario

Figura 22. Dibujo que representa la posicion de un implante orbitario tras enucleacion ocular. Este tipo
de protesis interna sustituye el volumen ocupado por el globo ocular. (Modificado de Ainbinder et al.,
1998).

También podia producirse la migracién o desplazamiento del implante hacia el
suelo orbitario, y ademas al ser de vidrio, podia estallar de forma espontanea por un
cambio brusco de temperatura. Fox, en 1902, creyendo que la reaccion de los tejidos
que rodeaban al implante era la causa de la extrusion propuso un material alternativo, la
esfera hueca de oro, aparentemente menos reactiva (Prat, 2002a). Las esferas de oro, no
resultaron mejores que las de cristal, por lo que a principios del siglo XX se prob6 con
una gran variedad de materiales: organicos de origen animal como cartilago, grasa,
fascia lata, hueso, marfil, ojos de animales, catgut o seda; de origen vegetal como
algodén o agar; o de origen industrial como vaselina, goma o parafina; y también
materiales inorganicos como minerales (asbesto) o metales: plata, platino, aluminio, o
vitalio (aleacion con un 65% de cobalto, 25% de cromo, 6% de molibdeno y otros
metales como hierro o niquel) (Moshfeghi et al., 2000). La mayoria de estos materiales
provocaban una gran reaccion inflamatoria de los tejidos con las consiguientes
complicaciones, por lo que los mas empleados en torno a 1940, eran, por orden: hueso

carbonizado, marfil, hueso descalcificado, cartilago y cristal (Prat, 2002a).

En 1941, se implanté por primera vez una esfera maciza de PMMA (Berens,
1941), reduciéndose la incidencia de exposiciones de forma significativa.
Posteriormente, se ide6 un implante orbitario de este material con unos pequefios

orificios a través de los cuales se pasaban unas suturas para fijar los musculos
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extraoculares al implante, consiguiendo una excelente movilidad. EI PMMA comenz6 a
ser el material preferido y a combinarse con otros materiales para conseguir una mejor
fijacion de los musculos, del implante, y de la prétesis ocular. Se emplearon mallas de
tantalio (Ruederman, 1945), anillos de oro (Cutler, 1949), varillas de oro (Arruga,
1954), etc. Estos implantes combinados eran protesis parcialmente internas, es decir, la
cara anterior del implante estaba expuesta, para poder fijar la prétesis ocular de manera
mecénica. Al estar en contacto con las secreciones lagrimales se infectaban con
frecuencia, terminando con la extrusion, por lo que se volvid a los implantes enterrados

(esferas de cristal, de PMMA u ovillos de nailon), pero con algunas modificaciones.

Como ejemplos de implantes acrilicos modificados podemos citar el implante de
Allen, de 1950, fabricado en PMMA pero con 4 grandes tuneles para fijar los masculos
extraoculares rectos; el implante lowa, también disefiado por Allen, en el que los tlneles
se transforman en 4 monticulos que ademas de fijar los musculos permitian una mejor
movilizacién de la protesis ocular; o los ingeniosos implantes magnéticos, de los que se
hicieron diferentes versiones. En el implante magnético de Troutman, el disefio se basa
en un implante acrilico enterrado pero con un iman justo debajo de la cara anterior del
implante, que se une a otro iman de signo contrario, situado en la cara posterior de la
protesis ocular, a fin de mejorar la movilidad de la misma (Troutman, 1954). Sin
embargo, la movilidad obtenida no era del todo satisfactoria, ya que la protesis saltaba
en las miradas extremas y el cizallamiento de la conjuntiva favorecia su necrosis y la

exposicion del implante (Sami y Young, 2010).

En la década de 1960 se comenzaron a utilizar esferas de silicona, con buenos
resultados, siendo los implantes més utilizados en EEUU, hasta la aparicion en 1989 de

los implantes de hidroxiapatita, un material poroso (Hornblass et al., 1995).

Los implantes porosos permiten el crecimiento fibrovascular a su través lo que
supone una gran ventaja al conseguir una mayor fijacién de los musculos y del propio
implante, consiguiendo una disminucion de la tasa de extrusiones, migraciones e
infecciones (Moshfeghi et al., 2000). Los implantes porosos, empleados con
anterioridad a la hidroxiapatita, presentaban complicaciones: asi, el hueso carbonizado
resultaba en general antigénico, y los polimeros fluorocarbonados porosos (PFCP)
dejaron de utilizarse por permitir una mala vascularizacion (Prat, 2002a).
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La hidroxiapatita se obtiene de un tipo de coral, que tras un tratamiento fisico-
quimico resulta un material biocompatible, poroso y que permite el crecimiento
fibrovascular en su interior (Figura 23A). Es uno de los mejores materiales para los

implantes orbitarios aunque su precio es elevado (méas de 700 euros por unidad).

A pesar de que los implantes de hidroxiapatita se integraban muy bien, no se
encontraron diferencias en la motilidad de la protesis ocular respecto a los implantes de
silicona (Gonzélez-Candial et al., 2007), por lo que nuevamente se intentaron colocar
vastagos en el implante orbitario, una vez vascularizado, que conectaran con la protesis
ocular, pero, nuevamente, se observo un incremento en el nimero de exposiciones e
infecciones, por lo que en la actualidad se emplean mayoritariamente implantes

integrados (porosos) pero sin vastagos (Viswanathan et al., 2007).

En 1998, la empresa francesa FCI, desarrollé6 una hidroxiapatita sintética, que
aunque presenta algunas diferencias en la uniformidad de los poros y su dureza (es méas
blanda que la coralina) permite un buen crecimiento fibrovascular y su coste es algo

inferior a la hidroxiapatita de origen natural.

En 1994 se comenzo a utilizar un nuevo material poroso el PPAD, que tiene como
ventajas: su menor precio respecto a la hidroxiapatita (unos 400 euros por unidad), su
mayor dureza (lo que facilita su introduccion en la cirugia) y la diversidad de formas en
las que se fabrica (esférico, ovoide, conico o con forma de molar con 4 clspides). Las
variaciones en cuanto a la forma se han realizado con la intencion de adaptarse mejor a
la 6rbita en pacientes enucleados (ovoide o conica) respecto a los eviscerados (esférica)
o para mejorar la movilidad de la prétesis ocular (4 cuspides), aunque esta Gltima no se
ha mostrado especialmente eficaz en su objetivo (Lucci et al., 2007) (Figuras 23C y
23D).

Desde el afio 2000 se esta utilizando alumina porosa, que es una ceramica de
oxido de aluminio, y que se emplea en odontologia desde 1972 (Figura 23B). Tiene
unos resultados similares a la hidroxiapatita y al PPAD, y su precio es similar a la
hidroxiapatita (Prat, 2002a).

Se ha intentado desarrollar implantes porosos en otros materiales como el
combinado de ePTFE con etilpropileno fluorado, el poli-hidroximetil-metacrilato que es
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un implante poroso blando, al igual que el todavia experimental implante de silicona

porosa (Son et al., 2012).

Figura 23. A. Implante orbitario esférico de hidroxiapatita. B. Implante esférico de alimina: obsérvese la
similitud de su aspecto poroso con respecto a la hidroxiapatita. C. Implante orbitario esférico de PPAD.
D. Implante orbitario de PPAD de 4 clspides (Quad®). (Modificado de Lucci et al., 2007).

Ademas de estos nuevos materiales, hay que tener en cuenta que los implantes
porosos deben ser recubiertos o enfundados para facilitar la adhesion de los masculos y
evitar que erosionen el tejido supra-yacente, para lo cual se emplea la esclerética del
paciente en el caso de las evisceraciones (colgajos esclerales con al menos un masculo
extraocular asociado), y en el caso de las enucleaciones: esclerética de banco, tejidos
autodlogos como fascia temporal, fascia lata, dermis, pericardio, complejo muscular
auricular o periostio; 0 mallas sintéticas de poligalactin (Vicryl ®), de ePTFE (Gore-
tex®) o de poliéster (Mersilene®) (Viswanathan et al., 2007).

Pese a las grandes ventajas que aportaron los implantes integrados en su dia, se
piensa que las modificaciones en las técnicas quirargicas han sido determinantes para
que en la actualidad se produzcan, independientemente del tipo de material, menos
necrosis del tejido de recubrimiento del implante (exposiciones). De hecho, hoy en dia
se considera que se producen menos exposiciones en los pacientes enucleados con los

implantes no porosos (acrilicos, silicona o cristal) que con los porosos, observandose
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una tasa de exposicion del 10% para implantes porosos frente al 1% en implantes no
porosos (Nunery et al., 1993), lo que unido al menor precio de los implantes no porosos

(unos 50 euros por unidad) hace que se esté replanteando su uso (Son et al., 2012).

No obstante, es cierto que la exposicion de un implante poroso rara vez acaba en
la extrusion o expulsion completa del mismo (Custer et al., 2003), habiéndose
establecido un algoritmo de tratamiento de los implantes expuestos en funcion del

tamano del defecto del tejido de recubrimiento (Tabla 2) (Prada et al., 2002).

Tabla 2. Tipos, causas y tratamientos de la exposicion del implante orbitario (Modificada de Prada et al.,
2002).

Exposicion de implante orbitario poroso

Tlpq de Causas Tratamiento
exposicion
Precoz - Mala técnica quirdrgica Si no existe infeccion del implante:
- Radioterapia orbitaria previa Act in tamafio d —
. Enfermedades sistémicas ctuar seguin tamafo de exposicion:
De 0-4 . - . . S
semanas (_Dlabetes mell!t,us, < 3 mm: Observacion y antibiotico topico
L inmunosupresion) 3-6 mm: Recubrimiento con colgajos de
post-cirugia - : . .
- Infeccion perioperatoria Tenon, injertos de mucosa oral,

esclerotica o fascia lata
> 6 mm: Recubrimiento con injerto

- Isquemia del polo anterior del dermograso o pericraneo

Tardia implante orbitario por roce o

compresion con la protesis ocular | gj existe infeccion del implante:

En general, o o
afios post- | - Isquemia del polo anterior del Retirar implante y sustituir por:
cirugia implante por mala vascularizacion a) Injerto dermograso

del mismo b) Implante no poroso (acrilico,
silicona o cristal)

Como se observa en la Tabla 2, en la evaluacion de los implantes expuestos, es
determinante la existencia o0 no de infeccion cronica de los mismos (formacién extensa
de biofilm bacteriano) que depende a su vez del tiempo de exposicion y del tipo de flora
conjuntival (Samimi et al., 2013).

La infeccion crdnica del implante provoca la imposibilidad de cierre del defecto
tisular, bien espontanea, bien empleando un tejido como parche (Figura 24), siendo
necesaria la retirada del implante (Nunery et al., 1993). En implantes expuestos y

extraidos se ha determinado la existencia de formacion extensa de biofilm a expensas de
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cocos Gram positivos, tipicos de la flora conjuntival (Samimi et al., 2013). Determinar
las condiciones de formacion del biofilm, asi como la diferencia de adhesiéon a los

distintos tipos de materiales ayudaria a prevenir y manejar de manera mas eficaz las

exposiciones de los implantes orbitarios.

Figura 24. A. Paciente con exposicion tardia (15 afios después de la cirugia) de implante poroso de
PPAD: aunque con abundante secrecion conjuntival, sin aspecto de infeccion del implante. B. Aspecto al
mes de realizar un recubrimiento con injerto dermograso y colgajos de Tenon. C. Nueva exposicion a los
2 meses de la cirugia de recubrimiento. D. Aspecto al mes de realizar un nuevo recubrimiento con injerto
dermograso. E. Nueva exposicién con abundante secrecién procedente del implante. F. Aspecto 4 afios
después de retirar el implante poroso infectado, y sustituirlo por un implante de silicona. (Coleccién

particular del autor).

Hidrogeles autoexpandibles: Este tipo de dispositivos se colocan en el espacio
intraconal de la Orbita, por detras del implante orbitario, a fin de proyectar éste

anteriormente.

En los pacientes anoftadlmicos se producen importantes cambios en los tejidos de
la Orbita, especialmente en la grasa que sufre atrofia y rotacion posterior e inferior de la
misma. Esto provoca el denominado sindrome post-enucleacidn caracterizado por:
ptosis palpebral, hundimiento del surco palpebral superior, enoftalmos y laxitud del
parpado inferior (Prat, 2002b) (Figura 25). Este sindrome es mucho mas frecuente en

aquellos pacientes que se les extirpa el globo ocular sin colocar implante, o en aquellos
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que se les coloca un implante de pequefio tamafio (menor de 18 mm de didmetro),
aungue también se puede producir en pacientes con implantes de gran tamafio (22 mm).

Figura 25. Paciente con sindrome post-enucleacién en su ojo derecho, pese a portar un implante orbitario
de 20 mm de diametro. Se observa claramente la ptosis palpebral, hundimiento del surco palpebral

superior y laxitud del parpado inferior. También presentaba enoftalmos. (Coleccién particular del autor).

Para corregir este sindrome se ha de reponer el volumen perdido en la orbita,
colocando un implante orbitario de forma secundaria en los pacientes que no se les
implant6 en la cirugia de extirpacion ocular, o sustituyendo un implante de pequefio
tamafio por otro mayor. En los pacientes con sindrome post-enucleacion que tienen un
implante de tamafio adecuado (igual o superior a 18 mm), se pueden colocar diferentes
materiales en el apex orbitario, a fin de desplazar anteriormente su implante. Se ha
utilizado la inyeccién de grasa autéloga, hidroxiapatita célcica en gel (Radiesse®)
(Vagefi et al., 2011), y recientemente el empleo de materiales autoexpandibles.

Aunque Soll en 1971 ya emple6 silicona expandible como implante orbitario
(Soll, 1971), el empleo de hidrogel acrilico hidrofilico reticulado (copolimero
compuesto de metilmetacrilato y vinilpirrolidona) es mas reciente (Bacskulin et al.,
2000). Se trata de unas pequefias esferas, aunque también se comercializan en forma de
hemiesferas o cilindros (Figura 26A), que se inyectan a través de un trocar al espacio
intraconal, inmediatamente posterior al implante orbitario. Una vez insertadas, se
expanden al hidratarse con el fluido de los tejidos (de 7 a 12 veces su volumen inicial),
estabilizandose su volumen entre las 12-24 horas in vitro (Figura 26B) y entre las 24-48
horas después de la inyeccion in vivo (Schittkowski y Guthoff, 2006). Este tipo de
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implantes estan indicados también para el tratamiento de alteraciones congénitas como

la anoftalmia y la microftalmia.

Volumen 0.3
(m) 025
0.2
0.15
0.1
i
o | 1 | 1 1 I J
0 1 0 12 24 36 48 60 72 84
(mm) Tiempo (h)

Figura 26. A. Implante autoexpandible de hidrogel hidrofilico con forma cilindrica. Mediante un
mecanismo de ésmosis captura agua, aumentando su volumen desde el tamafio de la parte inferior, al
tamafio de la parte superior. Obsérvese la diferencia en la escala en mm. B. Curva de incremento de
volumen in vitro. (Modificada de Schittkowski y Guthoff, 2006).

Cunas subperiosticas: Estos dispositivos tienen también la finalidad de corregir
el sindrome post-enucleacion, aportando volumen a la érbita y desplazando superior y
anteriormente el implante orbitario. Estan disefiados para ser colocados por debajo del
tejido fibroso que recubre los huesos que forman la Orbita, denominado periostio
orbitario 0 mas comdnmente, peridrbita. Ademas, este tipo de implantes pueden usarse
también en pacientes que presentan un déficit de volumen orbitario diferente de la
anoftalmia, como un globo ocular de menor tamafio, por tisis, 0 una atrofia de la grasa
orbitaria (Rose et al., 1990).

Los primeros implantes subperidsticos fueron las esferas de silicona solida unidas
con seda, empleadas por White en la década de 1970, que introducia a traves de un
catéter haciendo un abordaje subperiostico lateral. Posteriormente, Vistnes y Paris en
1977 emplearon silicona RTV (Room Temperature Vulcanizing silicone) que es un tipo
de silicona liquida que al afiadirle un catalizador, se vulcaniza a temperatura ambiente.
A través de un abordaje lateral se colocaba un tubo por debajo de la periorbita y se
inyectaban 3 mL de silicona RTV, que una vez endurecida se recortaba y enterraba
suturando el periostio. Sin embargo este tipo de material dejo de emplearse por su
potencial efecto citotdxico (Toledano et al., 2002).

Las cufias de silicona sélida fueron ampliamente utilizadas durante los afios 80 y
90 del pasado siglo (Figura 27). Se colocaban en el suelo de la drbita a través de una
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incision inferolateral o subciliar, reponiendo el volumen orbitario de forma efectiva. No
obstante, al no integrarse, era habitual la formacién de granulomas, quistes, migracion y
extrusion, teniéndose que realizar reintervenciones en mas del 40% de los pacientes
(Rose et al., 1990).

Figura 27. Cufa subperidstica de silicona, tallada de un bloque sélido. (Tomada de Rose et al,. 1990).

Para evitar la extrusion de las cufias, se recurrid a injertos integrables, como el
hueso, que se sigue utilizando, con los inconvenientes tipicos de los materiales

bioldgicos (ver apartado 1.5 de Introduccion).

Desde la aparicion en 1994 de implantes orbitarios fabricados con PPAD, se han
empleado de diversas formas, entre ellas, cufias o laminas que se colocan entre el suelo
de la Orbita y la peridrbita a través de un abordaje subciliar o transconjuntival. Al ser un
material poroso se vasculariza, integrdndose y evitando asi la migracion. El cierre
cuidadoso del periostio y del musculo orbicular disminuyen la posibilidad de exposicion

de estos implantes (Figura 28).

Figura 28. Dibujo que representa la posicion de una cufia subperidstica (en azul) y su recubrimiento con

periostio-periorbita (en amarillo). (Modificada de Prat, 2002b).
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2.3.5. Protesis de paredes orbitarias

Las protesis de paredes orbitarias se emplean en las fracturas de los huesos que
forman la érbita. Las fracturas orbitarias pueden clasificarse en puras, cuando sélo se
afectan las paredes de la oOrbita; o impuras cuando se afecta el reborde orbitario, como
en las fracturas de Le Fort, la fractura en tripode (complejo cigomatico-maxilar), o del
complejo naso-6rbito-etmoidal.

En todos los casos se producira un aumento de la capacidad de la Orbita que
provocara un cierto grado de enoftalmos, en funcién del tamafio de la fractura. Por otra
parte una fractura pequefia (especialmente del suelo) puede atrapar un musculo

extraocular provocando diplopia.

Para corregir estas situaciones se han desarrollado distintos implantes, que
permiten reparar los defectos 6seos y fijar los huesos, estabilizando las fracturas. Al
igual que las cufias subperiosticas, este tipo de dispositivos deben colocarse por debajo

del periostio.

Las fracturas impuras suelen requerir reparacion quirdrgica, ya que se trata de
fracturas inestables, que requieren de materiales de osteosintesis para fijar los distintos

huesos en su posicién y que cicatricen (Figura 29).

Figura 29. A. Dibujo de fractura impura compleja, Le Fort 11l en el lado derecho y Le Fort 1l en el
izquierdo. B. Esquema de la reconstruccion de la imagen 29A: fijacion con mini-placas y tornillos del
reborde orbitario y laminas para la pared infero-medial del ojo derecho. Obsérvese que las placas de
osteosintesis deben seguir siempre el principio de colocar al menos dos tornillos a cada extremo de la

misma para conseguir una adecuada fijacion. (Tomada de Iliff, 1991).
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Por el contrario, las fracturas puras sin diplopia ni enoftalmos no suelen requerir
tratamiento quirdrgico, ya que al carecer de movimiento los huesos fracturados se
soldaran por si mismos sin necesidad de fijacion. No obstante, una fractura de gran
tamafo que provoca un cambio en la morfologia de la 6rbita, de conica a esférica, debe
repararse de forma precoz, ya que si no, los cambios fibrosos fijaran el contenido
orbitario en una posicion anormal que sera muy dificil de modificar posteriormente
(Iiff, 1991).

Como material de osteosintesis se emplea fundamentalmente el titanio en forma
de placas y tornillos. Para reparar los defectos en las paredes se ha empleado materiales
bioldgicos como el hueso autélogo y de banco, cartilago auricular, y fascia lata o
temporal; como materiales aloplasticos reabsorbibles las laminas de polidioxanona
(Kontio et al., 2001) o de poli-L-lactida-co-glicélido; y como materiales no
reabsorbibles, ldminas de silicona, teflon, PFCP (Proplast®: teflon recubierto de una
matriz de fibra de carbono), PPAD (Medpor®), mallas de titanio, y mallas de titanio
recubiertas de PPAD. Los materiales biologicos presentan el inconveniente de la
morbilidad del area donante y la posibilidad de transmision de patégenos desconocidos.
Los materiales reabsorbibles tienen menos opciones de infeccion o exposicion, pero al
eliminarse, pueden no corregir el enoftalmos de forma adecuada. Del mismo modo que
los implantes orbitarios, las laminas no reabsorbibles pueden exponerse, infectarse y

extruirse.

La silicona, como material no poroso, tiende a producir quistes, migrar,
exponerse e infectarse, teniendo que ser retirados hasta un 13% de los implantes, la

mitad por infeccion (Morrison et al., 1995).

El titanio en forma de malla (Figura 30A), aunque no se considera un material
poroso, si que permite el crecimiento fibrovascular a través de sus orificios, por lo que
presenta un indice de infeccidn y extrusion considerablemente menor que las ldminas de
silicona. Estudios realizados en pacientes intervenidos de fractura orbitaria con implante
de malla de titanio mostraron una tasa media de infeccion del 4,4% (Potter et al., 2012).
No obstante, el titanio tiene otra posible complicacion, el llamado sindrome de
adherencia orbitaria, que consiste en una fibrosis y adherencia excesiva de los tejidos
(periérbita y contenido orbitario) al implante de titanio, provocando diplopia y/o

retraccion palpebral.
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El PPAD es un material poroso, facil de manejar y que se fabrica en espesores
variables (de 0,85 mm en adelante). Ademas, a fin de evitar el sindrome de adherencia
orbitaria, las laminas destinadas a corregir defectos en paredes orbitarias, suelen
presentar una cara no porosa que evita la adhesion tisular, mientras que la cara porosa se
coloca hacia el defecto 6seo con la finalidad de facilitar su integracion. En la revision de
Gunarajah y Samman (2013), se observo que de 529 pacientes tratados con laminas de
PPAD, so6lo 10 presentaron infeccion (1,9%), respondiendo a tratamiento antibiético 8
de ellos, por lo que sélo fue necesario retirar el implante en 2 (0,4%). Este
comportamiento favorable del PPAD, ha hecho que se fabriquen mallas de titanio
recubiertas con PPAD (Figura 30B), siendo de eleccion en aquellos casos en los que se
requiere una mayor estabilidad y fortaleza (Potter et al., 2012).

Figura 30. A. Mallas de titanio preformadas para 6rbita derecha (R) e izquierda (L). B. LA&mina de PPAD
con esqueleto de malla de titanio. (Modificada de Potter et al., 2012).

En los estudios de Samimi et al. (2013), realizados sobre material protésico
explantado por presentar signos de infeccion, se encontraron cultivos positivos asi como
formacion de biofilm tanto en laminas para las paredes como en el material de
osteosintesis (Figura 31). Los gérmenes aislados diferian de los encontrados en los
implantes orbitarios, que se correspondian con los propios de la flora conjuntival,
observando un predomino en las ldminas para las fracturas de suelo, de hongos
levaduriformes, probablemente con origen en la mucosa del seno maxilar (Samimi et
al., 2013).
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Figura 31. A. Micrografia electrénica de barrido de tornillos de titanio procedentes de una ldmina
orbitaria de este metal recubierta de PPAD. Fueron extraidos 6 meses después de su implante y
produjeron cultivos positivos para Pseudomonas aeruginosa y Candida parapsilosis. B. Micrografia de la
figura 31A a mayor aumento: organismos Yy depdsitos extracelulares concordantes en tamafio y
morfologia con levaduras. C. Lamina de suelo orbitario de PPAD infectada con Mycobacterium chelonae,
P. aeruginosa y Trichosporon spp. D. Micrografia electronica de alta resolucién de la lamina de la figura
31C mostrando agrupaciones de organismos con morfologia bacilar (flecha azul) y sobre estos, hifas
(flecha amarilla) correspondientes en tamafio y forma con los resultados de los cultivos. (Modificada de
Samimi et al., 2013).

2.4. Materiales empleados en las protesis oftalmoldgicas

Como se ha mostrado a lo largo de la Introduccion, en oftalmologia se utilizan
muchas y muy variadas protesis, en especial en el area periocular. Sin embargo, los
materiales empleados en su elaboracidn son, con frecuencia, comunes entre ellas. Como
resumen de todo lo expuesto, podemos diferenciar tres grandes grupos de materiales
para fabricar las protesis oftalmologicas aloplésticas (ver apartado 1.2.4 de
Introduccion): ceramicas, metales y polimeros (Tabla 3).
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Tabla 3. Principales materiales aloplasticos empleados en prétesis oftalmoldgicas.

Tipo Material Polaridad | Rigidez | Porosidad Ejemplos de Protesis Uso actual
Alimina Hidrofobo | Rigido Poroso Implante orbitario Habitual
. Muy elevado en
. . S L " T 2 I
Ceramicas Cristal Hidréfobo | Rigido Solido ub.os o.le Jon’es |.mp ante tubos, en el resto
orbitario, protesis ocular
escaso
Hidroxiapatita | Hidrofobo | Rigido Poroso Implante orbitario Habitual
Acero Hidréfobo | Rigido Sélido Implante ExPRESS ® Habitual
Nitinol* Hidréfobo | Flexible Malla Stent via lagrimal Muy escaso
Poroso Implante supracoroideo Muy escaso
Metales Oro Hidrofobo | Rigido
Sélido Pesa palpebral Muy elevado
Platino Hidréfobo | Rigido Sélido Pesa palpebral Habitual
Titanio Hidréfobo | Flexible Malla Proétesis paredes orbitarias Muy elevado
LIO, LC, cerclajes esclerales, Muy elevado en
Acrilicos ) o ) Sélido esferas autoexpandibles, LIO, LCy esferas.
hidrofilicos | Hidrofilico | Flexible tapones y tubos lagrimales Resto, limitado
Poroso Implante orbitario Muy escaso
.Acnl,lc?s 2 | Hidrofobo | Flexible Sélido LIO, implante de Molteno Muy elevado en
hidrofébicos ambas
i Sélido Proétesis paredes orbitarias Muy escaso
ePTFE® Hidréfobo | 2o :
flexible | poroso Banda de traccién palpebral Habitual
Anillos intracorneales, Muy habitual en
PMMA* Hidréfobo | Rigido Sélido gueratoprotesis, protesis todas excepto en
oculares; LIO, Iris artificiales, LIO e iris.
Sélido Sutura Elevado
Poliéster Hidrofobo | Flexible
Malla Banda de traccion palpebral Muy escaso
PFCP’ Hidréfobo | Rigido Poroso Proétesis paredes orbitarias Muy escaso
Polimeros| Polipropileno | Hidréfobo | Flexible | Sélido Sutura Habitual
Poliuretano Hidréfobo ﬂ;(?;lle Sélido Stents de via lagrimal Muy escaso
Polivinil- — L. " .
. © |\{|n| Hidréfobo | Rigido Sélido Stents de punto lagrimal Elevado
pirrolidona
PPAD® Hidrofobo | Rigido | Poroso Irlnp.lantes orb{tarlos, cunas, Muy elevado
[dminas, ortesis palpebrales
PTFE’ Hidréfobo | Rigido Sélido Laminas paredes orbitarias Muy escaso
Cerclajes esclerales,
. . lagrimal
llntubauones agrllma es, Muy habitual para
valvula de Ahmed, implante las 5 primeras
Sélida orbitario, bandas de traccién mu esIZaso on I,as
Silicona Hidrofobo | Flexible palpebral; LIO, LC, ortesis y

palpebrales, tubos de
conjuntivorrinostomia, cufias

5 siguientes.

Porosa

Cerclajes esclerales, implante
orbitario

Muy escaso en
ambas

!Aleacion de niquel y titanio. Otros polimeros acrilicos hidrofébicos distintos del PMMA.

*politetrafluoroetileno expandido (Gore-Tex®). “Polimetilmetacrilato. °Polimeros fluorocarbonados

porosos (Proplast®). ®Polietileno poroso de Alta Densidad (Medpor®). ® Politetrafluoroetileno (teflon).
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Las ceramicas derivan de sales de elementos alcalinos, alcalino-térreos o
metalicos, siendo las sales de silicio (silicatos) los principales componentes, y
consiguiendo generalmente su aglutinacion por medio del calor. Aunque su uso se
remonta a la antigliedad, su empleo como material protésico es relativamente reciente.
Por el contrario, los metales, especialmente los nobles, se emplearon para fabricar los
primeros dispositivos protésicos debido a su excelente biocompatibilidad, aunque
resultan limitados en cuanto a nimero y caracteristicas, pese al empleo de aleaciones.
Por ultimo, los polimeros sintéticos presentan una variedad casi infinita de

combinaciones moleculares y caracteristicas fisico-quimicas.

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién de moléculas mas
simples (mondmeros) durante el proceso de polimerizacion. Los polimeros pueden ser
homopolimeros, obtenidos por unién entre si de varias moléculas iguales (monémero) o
pueden ser copolimeros, obtenidos por la unidon de moléculas de dos 0 mas mondmeros
distintos. La longitud de la cadena, los monémeros que la componen y los grupos
funcionales libres que presenten, aportaran las caracteristicas fisico-quimicas del
polimero. Esta versatilidad en cuanto a su composicién hace que estos materiales
plasticos puedan tener propiedades muy diferentes, por lo que en la actualidad la
mayoria de proétesis estan formadas por ellos. Asi, por ejemplo, los polimeros acrilicos
estan formados por monomeros derivados del acido acrilico, un derivado del propileno.
Existen multitud de compuestos derivados de este &cido, que se pueden clasificar en
cuanto a su polaridad: algunos como el hidroxi-etil-metacrilato, el fenil-etil-metacrilato,
o el poli-fenil-etil-acrilato presentan caracteristicas hidrofilicas y se han usado
ampliamente para la fabricacion de LIO y de LC. Por el contrario otros como el PMMA,
o el poli-fenil-etil-metacrilato (polimero de las lentes acrilicas hidrofobicas Acrysoft®)
tienen caracteristicas hidrofobicas (Belmonte, 2008). Al contrario que los polimeros
acrilicos, que estan formados por cadenas de enlaces carbdnicos, la silicona, y los
compuestos derivados de ella, estdn formados por cadenas poliméricas de enlaces
alternantes de oxigeno vy silicio, de las cuales penden radicales hidr6fobos.

3. La flora microbiana

Como acabamos de ver en el apartado 2 de la Introduccion, una de las

complicaciones mas frecuentes del empleo de prétesis oftalmoldgicas es su
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contaminacion con microorganismos que residen de forma habitual en la zona de

implante quirdrgico (piel periocular o conjuntiva).

Este conjunto de microorganismos, que viven en el interior o sobre un
determinado epitelio, se denomina flora microbiana o microbiota, e incluye bacterias,
hongos, protozoos y artropodos (Kong, 2011). Un epitelio es tejido que recubre la
superficie o las cavidades y conductos abiertos al medio externo de un organismo. Dado
que en el ser humano podemos diferenciar varios grupos de epitelios (cutaneo,
conjuntival, naso-sinusal, oro-faringeo, traqueo-pulmonar, intestinal y genito-urinario)
existen diferentes microbiotas, ya que los microorganismos se adaptan a las condiciones
ambientales existentes en cada epitelio. Ademas, el entorno varia de unas zonas a otras
dentro del mismo epitelio (por ejemplo, las condiciones en la piel del cuero cabelludo,
de las axilas o de la piel glabra son considerablemente distintas), lo que implica un
cambio en la composicion de microorganismos existentes en cada region (Martin,
2012).

La importancia de la flora microbiana reside en su enorme interaccién con el
organismo hospedador, en nuestro caso, el ser humano. El nimero de microorganismos
presentes en nuestro cuerpo es unas diez veces superior al nimero de células humanas,
y el conjunto de genes de la flora microbiana (microbioma) es 1000 veces superior a los

contenidos en el genoma humano (Gordon y Klaenhammer, 2011; Martin, 2012).

El principal beneficio que se obtiene de la presencia de una microflora normal en
cada epitelio es su funcion protectora. Los microorganismos habituales actdan como
barrera, dificultando la colonizacidén por microorganismos patdégenos, y mantienen unas
condiciones fisioldgicas saludables para el epitelio (Yang y Pei, 2006). Ademas, en el
aparato digestivo, la microbiota normal estimula el sistema inmune humano y aporta de

nutrientes esenciales (Cunningham-Rundles et al., 2002).

La microbiota habitual de cada region corporal, esta formada por especies que se
comportan como comensales o simbiontes respecto al ser humano, pero también suelen
aparecer, aungue en mucho menor porcentaje, especies consideradas patdgenas. Estas
especies patdgenas no llegan a producir enfermedad al no conseguir una masa celular
suficiente, ya que las especies no patdgenas compiten con ellas (O'Hara y Shanahan,
2006).
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La alteracion del equilibrio entre las distintas especies (disbiosis) tiene una
trascendencia clinica, al promover diversas enfermedades. Asi, por ejemplo, la
alteracion de la flora vaginal (habitualmente constituida por diferentes especies de
Lactobacilli) por una presencia predominante de Gardnerella vaginalis, se ha
relacionado con un incremento de la secrecién vaginal, baja tasa de embarazo,
endometritis tras aborto programado, e incremento del riesgo de infeccion de diferentes
enfermedades de transmision sexual (Martin, 2012). También la alteracion de la
microbiota intestinal del colon se ha relacionado con diversas enfermedades como la
obesidad, la esteatosis hepética y la ateromatosis (Goldsmith y  Sartor, 2014), la
enfermedad inflamatoria intestinal (O'Hara y Shanahan, 2006) y el cancer colorrectal
(Yang y Pei, 2006). Los productos metabdlicos derivados de las distintas especies
bacterianas favorecerian 0 reprimirian estas enfermedades, existiendo especies
bacterianas beneficiosas, mientras que otras favorecerian la inflamacién intestinal y el
dafio tisular (Missaghi et al., 2014). De estas experiencias, podriamos concluir que la
existencia 0 no de enfermedad en un epitelio resultaria del balance entre bacterias
patogenas y beneficiosas. Sin embargo, la relacion entre la fisiopatogenia de un proceso
y la disbiosis local es, probablemente, mas compleja. Asi, existen varios casos en los
que resulta dificil decidir si la disbiosis es causa 0 consecuencia de la enfermedad, como
por ejemplo ocurre en la obesidad (Angelakis et al., 2012), el acné (Kong, 2011), la

rosacea (Rusiecka-Ziotkowska et al., 2014) o la dermatitis atopica (Baker, 2006).

Pese a que todavia es necesario un conocimiento mas profundo de las funciones
de la microbiota en cada epitelio, se considera que se puede actuar sobre la microflora
como diana terapéutica: disminuyendo los microorganismos patégenos o su actividad
metabdlica, favoreciendo el desarrollo de los microorganismos beneficiosos, o

aportando éstos directamente (Gordon y Klaenhammer, 2011).

Las microbiotas méas estudiadas hasta la actualidad son las presentes en los
epitelios cutaneo, intestinal, y genito-urinario, siendo la microbiota conjuntival menos
conocida, especialmente en cuanto a sus potenciales efectos patogénicos o beneficiosos.
Debido a la gran repercusion que tiene la microbiota en otros epitelios y la intima
relacion entre la flora conjuntival y el implante y uso de prétesis oftalmoldgicas,
dedicaremos el siguiente apartado a la descripcion de la flora conjuntival, asi como a
sus posibles factores modificadores y las repercusiones clinicas que una disbiosis

conjuntival puede suponer.
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4. La flora conjuntival

La flora o microbiota conjuntival es el conjunto de microorganismos que
podemos encontrar sobre este epitelio, la conjuntiva, que recubre la cara interna de los
parpados y la superficie anterior del globo ocular hasta el limbo esclerocorneal. Como
veremos a continuacion, existe una clara relacion entre la flora conjuntival y la
infeccion microbiana del material protésico implantado en oftalmologia. A su vez, la
presencia de material protésico en esta area puede inducir cambios de la microbiota
normal. Por ello, resulta necesario conocer la flora conjuntival normal, a fin de valorar
el efecto que un implante puede desencadenar sobre la misma y la repercusién clinica

que una dishiosis conjuntival puede tener.

4.1. Flora conjuntival habitual

En la gestacion, el feto se mantiene aislado de los microorganismos habituales
presentes en las diferentes floras maternas. Durante el parto, la flora vaginal pasa a la
conjuntiva del neonato para formar una flora conjuntival inicial, constituida
fundamentalmente por bacterias micro-aerofilicas como Lactobacillus spp, 0 anaerobias
como Bifidobacterium spp, tipicas de la flora vaginal. En los neonatos cuyo parto se
realiza por cesérea, la colonizacién bacteriana es mucho menor, estando constituida por
escasas bacterias tipicas de la flora cutanea (Isenberg et al., 1988). Esta flora conjuntival
inicial continta cambiando a lo largo de la vida, observandose, con el paso del tiempo,
un aumento de las bacterias aerdbicas, tanto en nimero de especies como en densidad
bacteriana, sin mostrar diferencias cualitativas ni cuantitativas en funcion del sexo.
(Thiel y Schumacher, 1994).

La flora conjuntival normal en adultos est4 constituida fundamentalmente por
bacterias aerobicas, siendo mas raros los microorganismos anaerébicos y los hongos.
Estos microorganismos de la conjuntiva proceden del desplazamiento de los gérmenes
de la flora cutanea, por lo que las variaciones de ésta por la edad, el medioambiente, la
época estacional y las condiciones higiénicas generales, repercutiran en la flora
conjuntival (Ginduz et al., 2008).

68



Introduccion

La densidad bacteriana, entendiendo como tal el nimero de microorganismos
por mm? de piel o por ml de secrecién en los epitelios mucosos, es mayor en la piel de
los parpados y en la union cutdneo-mucosa (borde palpebral) que en la conjuntiva.
Aqui, la microbiota es limitada por proteinas con efecto antibacteriano (lisozima,
lactoferrina, betalisina, inmunoglobulinas,...) presentes en la lagrima (McClellan,
1997). Esta menor densidad bacteriana de la flora conjuntival hace que el aislamiento
por cultivo en medios convencionales no siempre resulte positivo, pudiendo
establecerse, como medida indirecta de la densidad bacteriana presente, el nimero de
muestras con crecimiento microbiano (cultivos positivos) respecto a las muestras que
tras varios dias de cultivo no presentan ningun crecimiento (cultivos negativos). Del
mismo modo, se puede cuantificar la relevancia de una determinada cepa en un grupo
de pacientes a estudio observando la tasa de aislamiento de esa bacteria (nimero de
muestras positivas para esa cepa dividido por el nimero total de muestras en las que se
cultivd algun microorganismo). Estos dos conceptos, la tasa global de aislamiento
(cultivos positivos respecto al total de muestras) y tasa de aislamiento por especie, seran
tratados con mayor profundidad posteriormente (ver apartado 1.4.5 de Materiales y
Métodos).

Ademéas del cultivo microbiologico, las técnicas de deteccién de
microorganismos por PCR resultan més precisas, consiguiendo elevar el nimero de
cepas presentes en la flora conjuntival respecto a los cultivos convencionales, aunque el

proceso se encarece (Graham et al., 2007).
4.1.1. Flora conjuntival bacteriana aerdbica

La flora bacteriana aerdbica de la conjuntiva esta constituida en mas de un 90%
por microorganismos Gram positivos, de los cuales los estafilococos suponen unos dos
tercios (Fernandez-Rubio, 2004). Las especies del género Staphylococcus las podemos
dividir en dos grandes grupos, en funcion de su actividad enziméatica, como

estafilococos coagulasa negativos (SCN) o estafilococos coagulasa positivos (SCP):

a) Los SCN se consideran, en general, gérmenes saprofiticos y su presencia es
muy habitual en la mucosa conjuntival. Estan representados
fundamentalmente por la especie S. epidermidis que supone casi el 90% de
los SCN aislados, aunque también se han encontrado en la conjuntiva otras

especies como: S. capitis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lentus, S.
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lugdunensis, S. saprophyticus, S. schleiferi schleiferi, S. simulans, S.
warneri, S. xylosus, (Leitch et al., 1998; Martins et al., 2004; Kim et al.,
2010).

b) Por el contrario, los SCP se consideran en general como patdgenos,
habiéndose identificado siete especies bacterianas en diferentes animales: S.
aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, S.
delphini y S. pseudintermedius (Sasaki et al., 2010). Con diferencia, el SCP
mas importante como patdgeno para el ser humano es S. aureus, cuya tasa de
aislamiento en conjuntivas, en principio sanas, ronda el 5-10% (De Kaspar et
al., 2004; Kusbeci et al., 2009).

El otro tercio de especies Gram positivas aerobias, lo constituyen las bacterias
corineformes y, en menor medida, los estreptococos (Fernandez-Rubio, 2004; Kusbeci
et al., 2009). El grupo de los microorganismos corineformes esta formado por diferentes
especies bacterianas pertenecientes a familias de actinomicetales saprofitos:
Corynebacteriaceae, Cellulomonadaceae, Dermabacteriaceae y Microbacteriaceae,
entre otras (Bernard, 2012). También se han aislado en la conjuntiva sana otras especies
Gram positivas como Micrococcus spp, Enterococcus spp y Bacillus spp (Doyle et al.,
1995; De Kaspar et al., 2004).

Las especies bacterianas Gram negativas constituyen el 10% restante de la flora
aerobica: cocobacilos como Haemophilus spp (principalmente Haemophilus influenza),
Proteus spp (Patillon et al., 1978; Fernandez-Rubio, 2004; Kusbeci et al., 2009),
Neisseria spp 0 Moraxela spp (Gundiz et al., 2008); y bacilos como Pseudomonas spp
(principalmente P. aeruginosa) (Patillon et al., 1978; Gritz et al., 1997; Martins et al.,
2004), Acinetobacter spp (Patillon et al., 1978; Gritz et al., 1997), Flavobacter spp
(Patillon et al., 1978; Vasquez y Linberg, 1989) o Citrobacter spp (Martins et al.,
2004).

4.1.2. Flora conjuntival bacteriana anaerdbica

Las bacterias anaerobias tipicas de la vagina representan la primera flora que
coloniza la conjuntiva en los neonatos por parto natural (Isenberg et al., 1988).

Posteriormente, la especie anaerobia mas frecuentemente aislada en nifios mayores y
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adultos es Propionibacterium acnes, observandose una mayor tasa de aislamiento en

adultos que nifios (Singer et al., 1988).

P. acnes es un bacilo Gram positivo considerado anaerobio estricto aero-
tolerante (puede sobrevivir a exposiciones cortas al oxigeno atmosférico, pero requiere
anaerobiosis para desarrollarse). También se han aislado otros bacilos Gram positivos
anaerobios aerotolerantes del género Lactobacillus spp (Campos et al., 1994) y cocos
Gram positivos anaerobios: estrictos como Peptostreptococcus spp (McNatt et al.,
1978) y facultativos como Enterococcus spp (De Kaspar et al., 2004). Dentro de las
especies Gram negativas, se han aislado anaerobios estrictos como Veillonella spp
(Campos et al., 1994) y Bacteroides spp (Thiel y Schumacher, 1994) constituyendo el
resto los bacilos Gram negativos anaerobios facultativos, fundamentalmente los
pertenecientes a la familia de las enterobacterias, como: Escherichia spp
(fundamentalmente E. coli) (Kusbeci et al., 2009; Fernandez-Rubio, 2004), Serratia spp
(Gritz et al.,, 1997; Ferndndez-Rubio, 2004), Morganella spp (fundamentalmente
Morganella morganii) y Klebsiella spp (Ferndndez-Rubio, 2004).

Aunque las bacterias anaerobias constituyen la flora conjuntival principal en los
neonatos, la densidad efectiva de anaerobios es dificil de estudiar en los adultos en los
que predomina la flora aer6bica. Algunos estudios, centrados en el aislamiento de la
flora anaerobia de la conjuntiva, revelaron tasas de aislamiento del 51,6% para
anaerobios del total de muestras tomadas de personas sanas, constituyendo P. aches mas
del 95% de los anaerobios aislados, mientras que otras bacterias como
Peptostreptococcus spp, sélo se aislaron en un 4% (McNatt et al., 1978). En el estudio
de Campos, empleando como medio BHI pre-reducido y suplementado con hemina y
vitamina K, se alcanzaron tasas de aislamiento de anaerobios ligeramente mayores, del
77,3%, siendo de nuevo P. acnes la especie mas frecuentemente aislada (82%), y
detectando también una elevada proporcion de otras especies como Veillonella spp
(16%) y Lactobacillus spp (14%) (Campos et al., 1994).

4.1.3. Flora conjuntival fungica

Los hongos rara vez estan presentes en la flora conjuntival, existiendo una tasa
media de aislamiento que no sobrepasa el 1-6% (Doyle et al., 1995; Gindulz et al.,
2008). Incluso en trabajos especificamente disefiados para el aislamiento de hongos,

71



Introduccion

s0lo se ha conseguido una tasa de aislamiento del 6,6% en pacientes sanos,
incrementandose a un 14,7% en pacientes con conjuntivitis y a un 56% en pacientes con
dacriocistitis (Ando y Takatori, 1982). Ademas, se ha observado que la flora flngica en
la conjuntiva varia con la regién de residencia, la actividad del individuo y la estacion
del afio, lo que dificulta aun méas la posibilidad de establecer una correlacion clinico-
patolégica. No obstante, se ha observado que, en general, la presencia de hongos en la
conjuntiva en ausencia de enfermedades oculares, aumenta con la edad, con la cantidad
de hongos presentes en el aire, y con los tratamientos con corticoides topicos (Mitsui y
Hanabusa, 1955).

Los géneros mas frecuentemente aislados son: Candida spp (14% del total de los
hongos aislados de la conjuntiva), Cladosporium spp (11%), Aspergillus spp (4%),
Fusarium spp (4%), Rhizopus spp (4%), Aureobasidium spp (3%), Penicilium spp (3%)
y Alternaria spp (2%), constituyendo el resto de hongos levaduriformes distintos de

Candida spp un 32% y otros hongos filamentosos un 12% (Ando y Takatori, 1982).

4.1.4. Otros microorganismos de la flora conjuntival

La presencia de otros microorganismos en la flora conjuntival como amebas,
nematodos o artropodos debe considerarse patoldgica (Klotz et al., 2000), si bien en el
caso de Demodex folliculorum, acaro que vive adherido a las pestafias, se discute su
implicacion como patégeno, ya que es posible encontrarlo en personas asintomaticas
(Lacey et al., 2009). No obstante, D. folliculorum ha sido ampliamente involucrado en
la produccién de blefaritis, aunque se desconoce si esta capacidad patogénica esta en
relacion al nimero de acaros presentes 0 a su posible actuacion como vector para otros

patdgenos como bacterias u hongos (Rusiecka-Ziotkowska et al., 2014).

4.1.5. Definicion de flora conjuntival normal

Resulta dificil establecer unos valores normales, tanto cuantitativos como
cualitativos, de la microbiota conjuntival en personas sanas, puesto que el nimero y
composicion de la misma varia en funcion de diferentes aspectos (edad del paciente,
condiciones ambientales o éarea geografica). Ademas, el escaso numero de
microorganismos existentes en la conjuntiva de cada persona, la llegada continua de

microorganismos desde la piel periocular, y la eliminacion de microorganismos por el
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flujo lagrimal y por las sustancias contenidas en la lagrima, dificultan que se pueda
definir un porcentaje de cada uno de los microorganimos que realmente se encuentran
en la conjuntiva de cada individuo en un determinado momento, asi como el nimero
total de microorganismos. Por ello, la composicion de la microbiota conjuntival se
establece en base a estudios en grupos de individuos, teniendo en cuenta, ademas, que la
metodologia empleada es también clave para determinar unos microorganismos u otros

en el cultivo.

Asi, podemos definir cualitativamente la flora conjuntival normal cultivando, en
medios y condiciones generales, muestras conjuntivales de una poblacion humana sana.
En estas circunstancias, los microorganismos aislados son fundamentalmente bacterias
aerobias 0 anaerobias facultativas, que mantienen la siguiente distribucion: al menos un
50% de los cultivos deben ser de S. epidermidis u otros estafilococos coagulasa
negativos; las bacterias corineformes deben estar presentes en al menos un 20% de los
cultivos; S. aureus, estreptococos, enterococos y otras bacterias Gram positivas no
deben sumar mas de un 10% de los cultivos; y tampoco deben rebasar este porcentaje
las bacterias Gram negativas.

Para valorar cuantitativamente la microbiota conjuntival se puede realizar el
recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por peso de la muestra (Liu et al.,
2011) o, més frecuentemente, por hisopo obtenido de cada paciente (Barkana et al.,
2005; Kusbeci et al., 2009; Moreno et al., 2014). Sin embargo, esta forma de medir la
densidad microbiana presenta una excesiva variabilidad inter-estudios, de uno a dos
ordenes de magnitud, probablemente por diferencias metodolégicas. Incluso empleando
la misma metodologia, se pueden observar diferencias notables (Isenberg et al., 1988;
Barkana et al., 2005). Esta elevada variabilidad impide que pueda establecerse un rango
util de UFC para la flora conjuntival en personas sanas. Una manera mas sencilla,
aunque indirecta, de valorar cuantitativamente la flora conjuntival es, como se comentd
al inicio del apartado 4.1 de la Introduccidn, el porcentaje de cultivos con crecimiento

respecto al total de muestras tomadas (tasa global de aislamiento).

4.2. Factores modificadores de la flora conjuntival

La composicion, asi como la densidad microbiana, de la flora conjuntival puede
verse modificada por varios factores, ademés de los provocados por la edad y las
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condiciones higiénicas o medioambientales. Diversas enfermedades, tanto oculares
como sistémicas, asi como los tratamientos empleados, tanto topicos como sistémicos,

pueden alterar la poblacion microbiana de la flora conjuntival.

4.2.1. Enfermedades sistéemicas modificadoras de la flora conjuntival

Existen varios ejemplos:

- Los pacientes con enfermedad de Behcet, vasculitis autoinmune de pequefio
vaso, muestran una mayor densidad microbiana en la flora conjuntival, medida
como tasa de aislamiento global (92% en enfermos, frente a un 58% en sanos),
habiéndose planteado la posibilidad de que la alteracion de la flora no sea una
consecuencia de la enfermedad, sino un factor causal de la misma al
interactuar la flora conjuntival como desencadenante antigénico en un
individuo genéticamente predispuesto (Glndiz et al., 2008).

- Los pacientes con diabetes mellitus (DM) tienen una mayor densidad
bacteriana en la flora conjuntival (tasa de aislamiento del 94% frente al 73%
en controles) que se correlaciona con la mayor tasa de incidencia de
endoftalmitis postoperatorias en la cirugia de catarata que presentan los
pacientes diabéticos (Martins et al., 2004). Otro factor que se postula como
responsable de esta mayor incidencia de endoftalmitis en los pacientes
diabéticos es la inmunosupresion, a la que se ven sometidos estos pacientes
especialmente si estan mal controlados.

- Dentro de la inmunosupresion producida por VIH, se ha observado una mayor
tasa de aislamiento de anaerobios en pacientes con SIDA, fundamentalmente
por aumento de Clostridium spp (36%) y Actinomyces spp (29%) (Campos et
al., 1994), asi como de S. aureus (Gritz et al., 1997).

- En pacientes hemodializados, otro grupo especifico de pacientes sometidos a
inmunosupresion, también se ha observado un aumento de la densidad
bacteriana de la flora conjuntival, presentando un incremento significativo de
S. aureus respecto a los pacientes sanos (Balbaba et al., 2013).

- También cabe resaltar que algunas enfermedades sistémicas pueden provocar,
colateralmente, una alteracion local a nivel ocular. Los pacientes con

enfermedad de Parkinson, que presentan un parpadeo disminuido, presentan
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alteraciones en la superficie ocular. Se ha observado un aumento de la
prevalencia de 0jo seco y de blefaritis en estos pacientes, asi como un aumento
de la densidad de la flora bacteriana (81% en enfermos, frente a un 71% en
sanos) (Kusbeci et al., 2009).

Ademas de los cambios cuantitativos mencionados, la principal modificacion

cualitativa en la microbiota conjuntival provocada por estas enfermedades sistémicas es

el aumento en la tasa de aislamiento de S. aureus, respecto a los grupos control

formados por pacientes sanos (Gritz et al., 1997; Gunduz et al., 2008; Kusbeci et al.,
2009; Balbaba et al., 2013).

4.2.2. Enfermedades oculares modificadoras de la flora conjuntival

Entre las enfermedades especificamente oculares con repercusion sobre la

microbiota conjuntival, se encuentran la blefaritis, las conjuntivitis cronicas, la

obstruccion de la via lagrimal y su cirugia, y otros procedimientos quirtrgicos en areas

proximas a la conjuntiva como la septoplastia.

En la blefaritis, inflamacion cronica del borde palpebral, se ha observado un
incremento en la tasa de aislamiento de S. aureus, Corynebacterium spp, y de
las bacterias Gram negativas anaerobias facultativas, junto con un descenso de
la tasa de aislado de P. acnes (Lee et al., 2012).

En pacientes con conjuntivitis crénicas de diversos origenes, se ha
determinado un incremento en las tasas de S. aureus y de bacterias Gram
negativas, junto con un descenso de la poblacion de Micrococcus spp
(Grasbon et al., 1995). Curiosamente, en una de las formas mas habituales de
conjuntivitis cronica, la queratoconjuntivitis sicca u 0jo seco, no se ha
encontrado diferencias significativas entre la flora conjuntival de pacientes
con esta enfermedad y la de pacientes sanos, aunque se ha hallado una
correlacion positiva entre la tasa de colonizacion y la severidad del ojo seco
(Chen et al., 2012).

La obstruccion de la via lagrimal provoca un aumento de la cantidad de
lagrima presente en el fondo de saco conjuntival, lo que unido a su
estancamiento favorece el desarrollo bacteriano. Ademas, también puede

aumentar la cantidad de moco con sobrecrecimiento bacteriano, procedente
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del saco lagrimal por reflujo, denominandose a esta situacién dacriocistitis
cronica. Se ha observado en pacientes con dacriocistitis cronica, un
incremento en la tasa de aislamiento de S. aureus, Streptococcus spp, Y otros
microorganismos anaerobios, junto con un descenso de la tasa de S.
epidermidis (Owji y Khalili, 2009). Esta flora conjuntival alterada se
normaliza entre 4 y 6 semanas después de realizar una dacriocistorrinostomia,
siendo més rapida la normalizacion de la flora en los pacientes con
sobrecrecimiento de S. aureus, que en aquellos con altas tasas de
estreptococos, anaerobios 0 a los que se les realiza tutorizacion de la via
lagrimal con intubaciones de silicona (Owji y Khalili, 2009).

La cirugia de correccion de la desviacion del tabique nasal o septoplastia ha
demostrado ser un factor modificador de la flora conjuntival, observandose un
aumento en la tasa de S. aureus de la flora conjuntival (de un 5,5%
preoperatorio a un 12,7% postoperatorio) asi como de los microorganismos
Gram negativos (de un 3,6% a un 12,7% postoperatorio) después de realizar

este procedimiento quirdrgico (Durmaz et al., 2011).

4.2.3. Tratamientos sistémicos que modifican la flora conjuntival

Se ha demostrado que el uso de antibidticos por via oral como las tetraciclinas,

esta asociado con una importante disminucion de la carga bacteriana del borde libre

palpebral, aunque no se ha comprobado su efecto sobre la flora conjuntival (Ta et al.,

2003).

4.2.4. Tratamientos topicos que modifican la flora conjuntival

Los antibidticos topicos, como el ciprofloxacino, provocan una drastica
reduccion de la carga bacteriana, medida en UFC, siendo estadisticamente
significativa a los 30 minutos de realizar la instilacion (Ermis et al., 2004).

Los corticoides tdpicos, como la dexametasona, se han postulado como
factores que pueden incrementar la tasa de colonizacion conjuntival por
hongos (Mitsui y Hanabusa, 1955), aunque no parecen alterar la flora
conjuntival, al menos en las primeras horas de la instilacion (Ermis et al.,
2004).
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Las medicaciones antihipertensivas oculares, empleadas por los pacientes con
glaucoma de forma cronica, pese a tener conservantes como el cloruro de
benzalconio (Giaoruis et al., 2013), no han demostrado modificar la flora
conjuntival, con excepcidn de una disminucion de la tasa de Corynebacterium
spp que, probablemente, al tratarse de una bacteria mas labil, puede verse
afectada por la medicacién antiglaucomatosa o por los propios conservantes
(De Kaspar et al., 2004).

4.2.5. Protesis oftalmoldgicas que modifican la flora conjuntival

Las LC son una de las protesis mas estudiadas como factor modificador de la
microbiota conjuntival. Actualmente las LC hidrofilicas no parecen provocar
modificaciones cualitativas en la flora, aunque si podrian inducir una
alteracion cuantitativa incrementando la densidad bacteriana (Callender et al.,
1986; Erdogan et al., 2002). No obstante, en la década de 1970, se habia
documentado un incremento de bacilos Gram negativos en los usuarios de LC
hidrofilicas (Morgan, 1979). Por otro lado, las LC de silicona parecen producir
un cambio no sélo cuantitativo, sino también cualitativo, con un incremento
de la tasa de aislamiento de SCN y de Corynebacterium spp (Iskeleli et al.,
2005).

Las queratoprotesis, al tratarse de protesis parcialmente internas se asocian
con tasas de hasta el 20% de endoftalmitis (Mufioz-Gutierrez et al., 2013). Por
este motivo, los pacientes portadores son tratados de forma continuada con
colirios antibidticos topicos. Pese a estas medicaciones, la tasa de aislamiento
de flora conjuntival en ojos portadores de queratoprotesis es mayor que en los
ojos contralaterales (Lee et al., 2013).

Los tubos de Jones, como hemos comentado previamente, parecen inducir un
cambio de la flora conjuntival, haciéndola més similar a la flora de la mucosa
nasal. En los pacientes portadores de estos tubos de conjuntivorrinostomia se
ha observado un aumento de la tasa de aislamiento de S. aureus, Streptococcus
spp y bacilos Gram negativos, junto con una disminucion de S. epidermidis
(Canetal., 1998).
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- El uso prolongado de las intubaciones de silicona (stents de paso periférico),
empleadas en la cirugia de dacriocistorrinostomia, se ha asociado con un
incremento de la presencia de P. aeruginosa (Kim et al., 2012).

- Las protesis oculares de los pacientes anoftalmicos, suponen la presencia de
un cuerpo extrafio, de un tamafo considerable, en contacto continuo con la
mucosa conjuntival. La lagrima, el moco y las células conjuntivales
descamadas se acumulan en el espacio retroprotésico favoreciendo el

crecimiento bacteriano (Figura 32).

Figura 32. Prétesis ocular retirada con ventosa: obsérvese el material mucoso, bacteriano y de
descamacion celular acumulado en el espacio retroprotésico. El material fue cultivado aislandose, ademas
de flora habitual, Proteus mirabilis y Bacteroides spp. La paciente de 70 afios, referia no haber retirado la

protesis para su limpieza en los Gltimos 20 afios. (Coleccidn particular del autor).

En los pacientes anoftalmicos, portadores de protesis ocular, el 97,5% de las
cavidades anoftalmicas o socket han mostrado cultivos positivos (Vasquez y Linberg,
1989). Ademas, se han encontrado diferencias significativas en el crecimiento de las
bacterias Gram negativas, tanto aerobias como anaerobias facultativas, en los pacientes
anoftalmicos que manipulaban la prétesis con frecuencia (lavado de al menos una vez
por semana) presentando éstos una mayor densidad bacteriana respecto a los pacientes
anoftalmicos con menor manipulacion (Vasquez y Linberg, 1989). Respecto a la flora
anaerdbica, hay que destacar que los pacientes anoftalmicos muestran modificaciones
cualitativas en las cavidades anoftalmicas, existiendo un aumento de P. acnes y de
Peptococcus niger y un descenso de Lactobacillus spp (Campos et al., 1994). En los

portadores de protesis ocular con descarga mucosa habitual, se ha detectado una tasa de
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aislado positivo en anaerobios del 94% en su cavidad anoftdlmica. Ademas, se ha
observado un incremento significativo de los aislados polimicrobianos en las cavidades
anoftalmicas (un 27% con respecto al 4% registrado en los controles) (Campos et al.,
1994). Los trabajos que revelan estas modificaciones en la flora conjuntival (aumento
de bacterias Gram negativas y anaerobias en las cavidades anoftalmicas), confirman los
hallazgos obtenidos previamente por otros estudios donde ya se habia observado un
incremento de bacterias patdgenas en la cavidad enucleada respecto al ojo sano
contralateral (Christensen y Fahmy, 1974; Miller et al., 1976; Patillon et al., 1978). Sin
embargo, ninguno de estos estudios se ha realizado sobre pacientes portadores de
protesis ocular e implante orbitario, por lo que se desconoce la influencia que éste puede
ejercer sobre la flora conjuntival de la cavidad anoftalmica.

A modo de resumen, podemos decir que, hasta ahora, los estudios realizados
sobre las alteraciones de la flora conjuntival inducidas por enfermedad ocular o por el
uso de protesis oftalmoldgicas revelan un incremento de S. aureus, de bacterias Gram
negativas, anaerobias y hongos, junto con un descenso de la flora menos patégena como
son los SCN, corineformes, Micrococcus spp y Lactobacillus spp (Morgan, 1979; Can
et al., 1998; Kim et al., 2012; Campos et al., 1994).

4.3. Repercusiones clinicas de una flora conjuntival alterada

La transformacion de la microbiota conjuntival normal, con incremento de
bacterias patdgenas, es muy probable que provoque alteraciones a nivel ocular, al igual
que ocurre con la modificacion de la flora en otros epitelios, como el vaginal o el

intestinal (ver apartado 3 de la Introduccion).

Se ha demostrado una mayor incidencia de algunas enfermedades oculares en
pacientes con alteraciones en su microbiota conjuntival, aunque el hecho de que haya
personas con una clara modificacion de su flora que no refieren sintomatologia, como es
el caso de algunos pacientes anoftdlmicos portadores de protesis ocular (Vasquez y
Linberg, 1989), hace aun dificil establecer una clara correlacion clinico-patoldgica con

las alteraciones de la flora conjuntival.

No obstante, existen algunas situaciones en las que la relacion, entre una

microbiota conjuntival alterada y su repercusion clinica, esta bien establecida:
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- Se ha observado una clara asociacion entre la presencia de P. aeruginosa en la
conjuntiva y el fracaso de las dacriocistorrinostomias (Kim et al., 2012).

- Existe mayor presencia en la microbiota conjuntival de Peptostreptoccocus
spp en ojos con inflamacién conjuntival crénica (Perkins et al., 1975).

- Algunas bacterias poco habituales en la flora conjuntival han demostrado ser
capaces de producir diferentes enfermedades oculares, como es el caso de la
enterobacteria  Providencia rettegeri, germen causal de queratitis,
dacriocistitis, conjuntivitis y endoftalmitis (Koreishi et al., 2006).

- En pacientes con DM, con obstruccién de la via lagrimal (Schmitz et al.,
1999), o con blefaritis (Mac y Soltau, 2003), situaciones que modifican la
flora conjuntival, presentan una mayor incidencia de endoftalmitis
postquirurgicas. Este hecho se complementa con la comprobacién de que la
mayoria de las endoftalmitis tras la cirugia de catarata estan causadas por la
entrada de microorganismos presentes en la flora conjuntival, ya que, en el
82% de los pacientes con endoftalmitis, los microorganismos aislados a nivel
intraocular son genéticamente idénticos a los gérmenes aislados en la flora

conjuntival de cada paciente (Speaker et al., 1991).

Como se observa, en todas estas situaciones descritas, las enfermedades oculares
se favorecen por el crecimiento excesivo de determinadas especies con capacidad
patdgena. A este respecto, cabe destacar que los microorganismos presentan dos formas

fundamentales de proliferacion: planctonica y sésil.

La proliferacion plancténica, en forma de células individuales flotando
libremente en el medio, provoca infecciones agudas y el tratamiento se dirige a evitar
directamente el crecimiento bacteriano, empleando antibioticos. Como ejemplo de
crecimiento plancténico en relacion con la microbiota conjuntival, tendriamos las
endoftalmitis agudas, cuyo microorganismo causal mas frecuente es S. epidermidis
(Gentile et al., 2014) y en las que el tratamiento con antibidticos intraoculares puede

resultar curativo (Lemley y Han, 2007).

Por el contrario, el crecimiento sésil o en forma de agregados microbianos
adheridos a superficies (biofilm) produce infecciones crénicas, siendo en general
resistentes a los antibiéticos, por lo que el tratamiento se dirige a eliminar la adhesion

del biofilm, bien con farmacos o mecanicamente. Como ejemplo a nivel ocular,
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tendriamos las endoftalmitis crénicas, cuyo principal germen responsable es P. acnes
(Fox et al., 1991; Gopal et al., 2008) y cuyo tratamiento suele requerir la extraccion de
la LI1O y el saco capsular cristaliniano (Winward et al., 1993; Gller y Yilmaz, 2013).
Dada la enorme trascendencia que la proliferacion bacteriana en forma de biofilm tiene
para la colonizacion del material protésico, dedicaremos el siguiente apartado a su
descripcion.

5. El crecimiento bacteriano en biofilm

Se denomina proliferacion microbiana sésil, en comunidad o en biofilm cuando

los microorganismos forman agregados unidos a una superficie sélida (Figura 33).

Figura 33. Microscopia electrénica de barrido mostrando adhesion y formacion de una microcolonia de
S. epidermidis después de 6 horas de incubacion, sobre implantes de diferentes materiales: A. Acrilico
hidrofébico. B. PMMA. (Modificada de Baillif et al., 2010).

Este agregado microbiano constituye un mecanismo natural de colonizacion y
supervivencia para las bacterias (Costerton et al., 1999; Zegans et al., 2002). El biofilm
presentan una resistencia inherente a los agentes antimicrobianos y esta en el origen de
muchas infecciones cronicas y persistentes, siendo clave en la infeccion del material
protésico (Davey y O'toole, 2000; Teughels et al., 2006; Samimi et al., 2013), como ya

se ha mencionado en los aparatados 2.3 y 4.3 de la Introduccion.
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5.1. Concepto de biofilm

Un biofilm es una comunidad estructurada de celulas, envuelta en una matriz
polimérica auto-producida, y adherida a una superficie inerte (abidtica) o viva (biotica),
denominada sustrato (Costerton et al., 1999). EI crecimiento en biofilm constituye un
modo protegido de crecimiento, respecto al crecimiento planctonico o de células libres,
y facilita la supervivencia de los microorganismos en condiciones ambientales adversas.
Las superficies que permiten la formacion de biofilm abarcan desde las superficies
abidticas (tanto hidrofébicas como hidrofilicas) a las bidticas, como las células

eucariotas (Zegans et al., 2002).

Comprender el ciclo vital de un organismo plancténico unicelular y su transicion
a una forma mas compleja de biofilm es crucial cuando nos enfrentamos a
enfermedades infecciosas. La mayoria de las infecciones bacterianas agudas son
producidas por microorganismos planctonicos, con un rapido crecimiento (Parsa et al.,
2010). Por el contrario, los biofilms son los responsables de infecciones persistentes y
han sido involucrados en muchos procesos infecciosos cronicos incluyendo: caries
dental, otitis media, fascitis necrotizante, osteomielitis, endocarditis, neumonia en la
fibrosis quistica, y también en enfermedades nosocomiales, como infecciones de
suturas, tubos endocraneales, catéteres (Davey y O'toole, 2000), y en la infeccion de
prétesis de diversos tipos, entre ellas las empleadas en la cirugia oculoplastica (Samimi
etal., 2013).

Comparados con las bacterias libres, los biofilms estdn mejor adaptados a la
privacion de nutrientes, cambios en el pH, radicales de oxigeno, biocidas, y agentes
antimicrobianos, y representan auténticas sociedades microbianas con sus propios
sistemas de defensa y comunicacién (Teughels et al., 2006). Las células de diferentes
regiones del biofilm exhiben diferentes patrones de expresién génica, aumentando la
complejidad de la estructura y del metabolismo del biofilm, lo que ha llevado a
equiparar a estas formaciones con los tejidos en los organismos superiores (Davey y
O'toole, 2000).

En la naturaleza, los biofilm pueden estar formados por una sola especie o por

una mezcla de especies de microorganismos, que en muchas ocasiones actian de modo
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sinérgico para sobrevivir a unas condiciones medioambientales adversas (Costerton et
al., 1999; Davey y O'toole, 2000; Wang et al., 2013).

5.2. Formacién de biofilm

El proceso de formacion de estas comunidades no es al azar, sino que requiere
de una modificacion en la expresion de genes gque condicionan los cambios fenotipicos
observables (Toutain et al., 2005). Se ha estimado que el cambio de crecimiento
planctonico a crecimiento en biofilm implica la modificacion de mas del 50% del
proteoma de una bacteria (Sauer et al., 2002). Esto hace que no todas las especies
microbianas tengan la capacidad de crecer formando biofilms. Asi, hay cepas y especies
mas propensas a este tipo de crecimiento, como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, S. aureus o S. epidermidis (Izano et al., 2008; Petrova y Sauer, 2012). En todos los
casos el crecimiento en forma de biofilm es consecuencia de la respuesta al acimulo, en
su entorno, de moléculas concretas que actian como autoinductores promoviendo la
agregacion celular (Teughels et al., 2006). Esta capacidad bacteriana de percibir sefiales
autoproducidas, en funcion de la densidad celular, se denomina percepcion de quorum,
0 en inglés, quorum sensing, y constituye un mecanismo de comunicacion intercelular
bacteriano para regular de forma coordinada la expresion de genes (Miller y Bassler,
2001).

El proceso de formacion y crecimiento en biofilm podemos dividirlo en 5 fases:
adhesion reversible, adhesion irreversible, microcolonia, biofilm maduro, y propagacion
del biofilm (Sauer et al., 2002).

5.2.1. Adhesion reversible

El desarrollo de un biofilm se inicia con la adhesion de celulas planctonicas,
microorganismos libres suspendidos en un fluido, a una superficie. Inicialmente, los
microorganismos son transportados o nadan por si mismos (como en el caso de algunas
bacterias), lo suficientemente cerca del sustrato. En ese momento se produce un primer
contacto reversible (Figura 34), establecido por fuerzas de Van der Waals,
electroestaticas y/o hidrofobicas (Teughels et al., 2006; Palmer et al., 2007). A través
de unos sistemas proteicos que actian como sensores de superficie (como el

MotAB/CD de P. aeruginosa), se induce la expresion de genes que fabricaran
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exopolisacaridos, la formacion de vesiculas membranosas que liberaran proteinas,
lipidos y &cidos nucleicos (Mashburn-Warren y Whiteley, 2006) y se disminuye la
actividad flagelar en aquellas bacterias que la presentan, iniciando la fase de adhesidn
irreversible (Sauer et al., 2002; Toutain et al., 2005; Martinez-Granero et al., 2014).

En las bacterias mas estudiadas, P. aeruginosa, Listeria monocytogenes y Vibrio
parahaemolyticus, todas ellas flageladas, se ha observado que los propios flagelos
actian como mecanosensores, detectando la existencia de una superficie sélida e
iniciando el cambio en la expresion génica (Petrova y Sauer, 2012). En las bacterias no
flageladas, se considera que son los pili las estructuras encargadas de esta funcién

sensorial de superficie (Tomaras et al., 2003).

(KQ Adhesion reversible
)

Medio liquido —
Factores del sustrato »
Sustrato  ——=

Adhesion impedida por fuerzas hidrodinamicas Adhesion reversible: por medio del flagelo o

o factores adversos del sustrato de los pili que actian como mecano-sensores,
se induce la expresion de genes. En esta fase
las bacterias pueden girar, vibrar, e incluso
desprenderse

Adhesion irreversible

= —\ —5
—
La expresion de genes relacionados con la adhesion A traves de las proteinas y los exopolisacaridos
inducen la disminucion de la actividad o pérdida de los de la matriz extracelular se producen contactos
flagelos y la produccion de la matriz extracelular intercelulares, creciendo las bacterias en forma

de monocapa

Figura 34. Esquema de los acontecimientos en la fase de adhesion reversible e irreversible, como pasos
criticos en la formacién de biofilm. (Modificada de Petrova y Sauer, 2012).
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5.2.2. Adhesidn irreversible

La produccién de una sustancia polimérica extracelular permite la adhesion
firme de los microorganismos al sustrato al actuar otras fuerzas, como enlaces por
puente de hidrogeno y enlaces covalentes (Chao y Zhang, 2011). Esta sustancia
denominada matriz extracelular estd compuesta por polisacaridos, DNA extracelular
(DNAe), lipidos y proteinas (Flemming y Wingender, 2010). Los lipidos y las proteinas,
excretados a través de vesiculas membranosas, podrian incrementar la hidrofobicidad de
la superficie, favoreciendo la adhesién (Baumgarten et al., 2012), aunque su papel es
menos conocido. Por el contrario, si se ha demostrado una especial relevancia de los
exopolisacaridos y del DNAe en la adhesion irreversible (Davey y O'toole, 2000;
Petrova y Sauer, 2012).

Los exopolisacaridos producidos varian no solo segln la especie microbiana,
sino también segun las diferentes cepas de una misma especie. Asi P. aeruginosa
produce al menos tres polisacaridos distintos relacionados con la adhesion irreversible:
Alginato, Psl (del inglés, polysaccharide synthesis locus, es un exopolisacérido rico en
manosa, regulado en dicho locus y formado por 11 genes) y Pel (del inglés, Pellicle,
peliculo, es un exopolisacarido rico en glucosa y regulado en el locus Pel, formado por
7 genes) (Friedman y Kolter, 2004). El Psl y el Pel se descubrieron al estudiar cepas
formadoras de biofilm defectivas para alginato (Wozniak et al., 2003), y también se ha
observado como cepas defectivas para Psl, pueden inducir una regulacion positiva de
Pel, aumentando su sintesis y permitiendo asi la formacion de biofilm (Colvin et al.,
2012). Esta redundancia en los genes necesarios para formar la matriz extracelular da
buena muestra de la importancia que tiene la capacidad de formacion de biofilms para
algunas especies bacterianas.

La produccién de estos polisacaridos ocurre de forma precoz tras la adhesion
reversible, por ejemplo, se ha observado que la expresion del gen algC de P.
aeruginosa, que se requiere para la produccion de alginato y lipopolisacarido, se activa
a los 15 minutos de producirse el contacto reversible entre la bacteria y una superficie

de teflon o de cristal (Davies y Geesey, 1995).

Otras bacterias como E. coli producen otros tipos de exopolisacaridos como el

poli-B-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PNAG) y el &cido col&nico. EI PNAG se requiere
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para la adhesion permanente y las interacciones intercelulares de E. coli, mientras que el
acido colanico no se requiere en la adhesion a superficies, pero en cambio resulta critico
para la formacion de las estructuras celulares tridimensionales como los biofilms
(Petrova y Sauer, 2012).

No obstante, la funcion de un mismo polisacarido puede variar entre las distintas
especies o cepas, como por ejemplo ocurre con el PNAG producido por S. aureus y S.
epidermidis. Estudios realizados empleando dispersina B (enzima que degrada el
PNAG) han demostrado que este polisacarido no tiene efecto en la formacion del
biofilm de S. aureus cepa SARM252 y es en cambio esencial para S. aureus cepa
SH1000 y S. epidermidis (Izano et al., 2008).

La implicacién del DNAe sobre la adhesion ha sido menos estudiada, pero se ha
observado una significativa reduccion en la formacion de biofilm en presencia de
desoxirribonucleasas (DNAsa I) en distintas especies bacterianas como P. aeruginosa,
S. epidermidis y S. aureus (tanto cepa SH1000 como cepa SARM252) (lzano et al.,
2008).

5.2.3. Microcolonia

Una vez adheridas de forma irreversible, las bacterias se dividen formando
primero una monocapa, para progresar después a un pequefio grupo de células
multicapa, denominado microcolonia (Figura 35). Alcanzar esta formacion celular
tridimensional también requiere cambios en la expresion génica: por ejemplo, en el caso
de P. aeruginosa, se requiere la activacion de los genes que regulan la formacion de los
pili tipo 1V, sin los cuales no consigue formar microcolonias (Lu et al., 1997; Costerton
etal., 1999).

5.2.4. Biofilm maduro

Cuando existe una densidad celular critica, las sefiales quimicas producidas por
las bacterias individuales de la microcolonia se acumulan, desencadenando la expresion
de grupos especificos de genes (quorum sensing), que haran que las células crezcan con

formaciones con aspecto de pilar u hongo, entremezcladas con canales rellenos de
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fluido (Davey y O'toole, 2000; Petrova y Sauer, 2012). A esta forma de crecimiento

bien estructurado se la denomina biofilm maduro.

En P. aeruginosa la sefial quimica que induce este cambio en la microcolonia es
la lactona-acil-homoserina, una molécula que también actla como autoinductor o
activador del quorum sensing en muchas otras bacterias (Fuqua et al., 1994; Puskas et
al., 1997; Miller y Bassler, 2001). Se han caracterizado dos sistemas sensitivos que
detectan esta molécula en exceso: el LasR-Lasl, que controla la expresion de una bateria
de factores virulentos extracelulares al dirigir Lasl la sintesis de 3-oxododecanoil-
homoserina; y el sistema RhIR-RhII, que controla la produccién de metabolitos
secundarios al catalizar Rhll la sintesis de butiril-homoserina (Pesci et al., 1997). Las
cepas mutantes lasl permanecen indiferenciadas en una microcolonia fina y tendente a
la dispersion con un detergente débil. Sin embargo, afiadiendo la sefial perdida, el 3-

oxododecanoil-homoserina, el biofilm se desarrolla (Davies et al., 1998).

Por lo tanto, hay componentes de superficie celular especificos, necesarios para
la adhesion a superficies y componentes adicionales necesarios para la agregacion de las
células en microcolonias indiferenciadas. A su vez, la generacion de biofilms maduros
requiere, en el caso de P. aeruginosa, de sefiales extracelulares que pueden ser

comparadas con una hormona (Costerton et al., 1999) (Figura 35).

Wis g x T
o Adhesion Microcolonia Biofilm maduro
élulas
planctonicas
Genes para Genes para Sefiales extracelulares
la adhesion formacion de para formacion de biofilm
irreversible microcolonia (3-oxododecanoil-
(alginato en (pili IV en homoserina en
F. aeruginosa) F. aeruginosa) F. aeruginosa)
Adhesion Crecimiento
reversible €n monocapa

Figura 35. Esquema del crecimiento desde células plancténicas a biofilm maduro. Obsérvese que se
requieren genes que codifiquen moléculas de superficie especificas para la adhesion irreversible, para la
formacién de microcolonia y genes que codifiquen y detecten sefiales para la organizacion en biofilm
maduro. (Modificada de Costerton et al., 1999).
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5.2.5. Propagacion del biofilm

Los biofilms maduros tienen mecanismos para liberar células microbianas y
colonizar nuevas areas (Figura 36). Este proceso de propagacion puede realizarse de dos
modos: a) pasivo: en el que fuerzas de cizalla del medio liquido provocan el
desprendimiento mecanico de fragmentos de biofilm, que son arrastrados y pueden
colonizar nuevas superficies; o b) activo: a través de una liberacion programada de
microorganismos, denominada dispersion celular (Costerton et al., 1999; Sauer et al.,
2004; Thormann et al., 2006). En el caso de las bacterias expulsadas mediante
dispersion presentan inicialmente un fenotipo intermedio entre el de célula de biofilmy
el de célula planctonica, aunque posteriormente modifican sus genes activos a los de
crecimiento plancténico (Sauer et al., 2002). En este proceso de dispersion celular
intervienen sefiales quimicas y sistemas de quorum sensing, que producen enzimas que
degradan la matriz extracelular y cambian el programa genético de las células liberadas
(Puskas et al., 1997; Costerton et al., 1999). La disminucion de los niveles de oxigeno
(Applegate y Bryers, 1991), el aumento de los niveles de dxido nitrico (Barraud et al.,
2006), o el aumento brusco en las fuentes de carbono disponibles, como el succinato y
el glutamato (Sauer et al., 2004) actuarian como sefiales quimicas que promueven la

dispersion celular del biofilm en algunas bacterias.

Propagacioén del Biofilm

Dispersion Desprendimiento

Liberacion
programada
de celulas
plancténicas

Desprendimiento
fisico, fuerzas
de cizalla

Figura 36. Esquema de las modalidades de propagacion del biofilm, bien de forma mecanica por
desprendimiento fisico por turbulencias en el medio liquido, o bien en forma de dispersion celular,
mediante una degradacion enzimatica programada de la matriz extracelular, que libera bacterias en forma
plancténica (con presencia de flagelos y activacion de genes propios del crecimiento plancténico).
(Modificada de Costerton et al., 1999).
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En el caso de P. aeruginosa, se ha encontrado un sistema de quorum sensing
denominado bdlA (del inglés biofilm dispersion locus) imprescindible en la dispersion
celular relacionada con el 6xido nitrico (Morgan et al., 2006) y se ha demostrado el
incremento de la enzima alginato liasa, que digiere el alginato de la matriz extracelular,

en la fase de degradacion del biofilm (Boyd y Chakrabarty, 1994).

5.3. Factores modificadores de la adhesion del biofilm

La formacion de biofilm depende en gran medida de la cepa microbiana
existente y de sus caracteristicas genéticas. No obstante, existen ciertas condiciones
dependientes del medio y del sustrato que promueven el crecimiento en forma de

biofilm.

5.3.1. Factores microbioldgicos

Como hemos visto, existen especies bacterianas con mayor facilidad para el
crecimiento en biofilm, como P. aeruginosa, E. coli, S. aureus o S. epidermidis (Izano
et al., 2008; Petrova y Sauer, 2012; Wang et al., 2013). También hemos mencionado
que dentro de cada especie existen cepas con diferencias génicas que pueden modificar
la capacidad de adhesion o de maduracion (Wozniak et al., 2003; Colvin et al., 2012;
Wiens et al., 2014). Esta gran variedad de genes involucrados, diferentes entre las
distintas especies, no permite establecer un patron genético comun responsable del

proceso de formacion de biofilm, més alla de las caracteristicas de cada especie.

Por otro lado, la presencia de microorganismos, ya adheridos a una superficie,

puede favorecer o dificultar la formacidn de biofilm para otra especie.

Algunas bacterias, ante situaciones de estrés, producen sustancias que favorecen
su supervivencia, como factores hidrofébicos adhesivos (Baumgarten et al., 2012). Al
ser excretadas mediante vesiculas membranosas, confieren un halo de hidrofobicidad a
la superficie, que puede favorecer la adhesion de otras especies méas delicadas (Zhu et
al., 2013). Otro caso de convivencia microbiana es el intercambio de nutrientes entre
distintas especies, como las bacterias fermentadoras, cuyo subproducto principal, el
acido lactico, es empleado como sustrato por bacterias acetogénicas, y finalmente el
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acetato es transformado en metano por microorganismos metandgenos (Davey y
O'toole, 2000).

En el ser humano es habitual la presencia de comunidades microbianas
constituidas por varias especies que actian de modo sinérgico, como en la flora oral
(Kolenbrander et al., 2010), donde se han observado biofilms mixtos (Figura 37)
constituidos por Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Treponema
forsythia (Zhu et al., 2013).

Figura 37. Microscopia electrdnica de barrido de biofilm de la flora oral. Se observa un biofilm mixto
formado por T. denticola (espiroqueta alargada), T. forsythia (bacilos) y P. gingivalis (pequefios

cocobacilos con vesiculas membranosas). (Tomada de Zhu et al., 2013).

Por el contrario, otras sustancias producidas por un biofilm ya establecido,
pueden actuar como toxinas para otros microorganismos, impidiendo el desarrollo de
los mismos (Kolling y Matthews, 1999). Los ejemplos mas conocidos son los de hongos
que producen antibidticos, como los betalactamicos generados por varias especies del
género Penicillium (Gailey et al., 1946), o citostaticos como la rapamicina aislada del
hongo Streptomyces hygroscopicus y capaz de inhibir el crecimiento de otros hongos
como Candida albicans, Microsporum gypseum Yy Trichophyton mentagrophytes;
bacterias Gram positivas como S. aureus; y células eucariotas, especialmente linfocitos
T y fibroblastos (Vézina et al., 1975; Migita et al., 1996). También las bacterias
adheridas a superficies, impiden la colonizacion de dicha superficie por hongos, como
por ejemplo Streptococcus thermophilus B que inhibe el crecimiento de C. albicans

gracias al surfactante de su matriz extracelular (Busscher et al., 1997).
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Ademas de esta inhibicion humoral, existen sistemas de inhibicion celular,
mediante el contacto entre células. EI més estudiado es el sistema Cdi (del inglés
Contact dependent inhibitor) de E. coli que consta de tres proteinas de membrana
(Figura 38): CdiA que actia como receptor de contacto; CdiB que es la proteina de
membrana que fija CdiA a la bacteria con sistema Cdi; y Cdil que inhibe el efecto de
CdiA, impidiendo que resulte toxico para la bacteria con sistema Cdi (Aoki et al., 2005;
Low y Hayes, 2012). El extremo C-terminal de la proteina CdiA resulta toxico para las
bacterias carentes del sistema Cdi, al insertarse en su pared y provocar la entrada de
protones modificando el canal de flujo acrB (del inglés acriflavine), que es una bomba
transmembrana que permite a las bacterias expulsar acridina y sales biliares (Nakamura
et al., 1978; Aoki et al., 2008).

Inhibicion dependiente de contacto - Sistema Cdi en E. coli

7 7
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E.coliCdi* E. coli Cdi *
inhibidora \ / inhibidora
Lo ~ ,.”;‘ \\\ d
CdiB
CdiA
_{'.T BamA
g — )
| (/ AcrB Y
Célula Célula cdil €
Diana Diana C T
ol ——
L\ B A )
- ~)

Figura 38. Sistema inhibidor dependiente de contacto (Cdi) de E. coli. A. Al contactar con una bacteria
que presenta el ligando BamA, susceptible de ser atacada, se libera el extremo C-terminal de CdiA, que
provoca la entrada de protones que dafian a la bacteria diana. B. Si la célula adyacente presenta el sistema
Cdi, no es atacada, al neutralizar el efecto toxico la proteina Cdil. (Modificado de Low y Hayes, 2012).

De esta forma, la inhibicion entre distintos microorganismos puede emplearse
como arma terapéutica, modificando la flora habitual de forma intencionada para evitar
la colonizacién de los implantes médicos por microorganismos virulentos (Busscher et
al., 1997).
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5.3.2. Factores medioambientales

Las bacterias tienden a formar biofilms ante condiciones adversas del entorno,
especialmente en situaciones de escasez de nutrientes (Davey y O'toole, 2000). La
limitacién en la fuente de carbono especialmente, pero también, la limitacion de
nitrogeno o de fosforo, se asocian con un incremento en la formacion de biofilm
(Bowden y Li, 1997; Allan et al., 2002). Otros factores medioambientales adicionales
como la osmolaridad, el pH, la presencia o escasez de iones divalentes (como el calcio,
magnesio o hierro) o algunas proteinas séricas, promueven la adhesion y el crecimiento

bacteriano sésil (Petrova y Sauer, 2012).

El pH vy la fuerza ionica influyen en la hidrofobicidad de la superficie, tanto de la
bacteria como del sustrato. La mayor adhesion a superficies hidrofobicas se encuentra a
valores de pH entre 2,2 y 4, en el rango del punto isoeléctrico de las bacterias (Bunt et
al., 1993).

Algunas proteinas séricas o tisulares como la fibronectina, el fibrindgeno o la
trombina tienen un efecto potenciador de la adhesidn bacteriana, mientras que otras
como la albumina, dificultan la adhesion si el material se encuentra recubierto por esta
proteina (Dickinson et al., 1997; Any Friedman, 1998).

Ademas de estos factores quimicos, existen otros factores fisicos del medio,
como la temperatura, el tiempo de exposicién y las condiciones de flujo hidrodinamico,
que afectan a la formacion del biofilm (Katsikogianni y Missirlis, 2004). El flujo
hidrodindmico se considera un factor clave, afectando al namero de células adheridas,
asi como a la estructura del biofilm y su desarrollo: la presencia de altos flujos genera
fuerzas de cizalla que provocan un mayor desprendimiento celular, disminuyendo el
numero de bacterias adheridas y formandose un biofilm mas denso y fino (Chang et al.,
1991).

5.3.3. Factores dependientes del sustrato

La superficie del biomaterial, sobre la que se va a fijar el microorganismo,
influye de forma notable en la capacidad de formacion de biofilm (McAllister et al.,

1993; An 'y Friedman, 1998). Podemos diferenciar los factores dependientes del sustrato
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en dos grupos, los relacionados con el tipo de material y los relacionados con la forma
de su superficie.

5.3.3.1. Tipo de material

La composicion quimica del biomaterial, su polaridad, o su grado de
humectabilidad determina en gran medida la capacidad de adhesion y formacion del

biofilm de los microorganismos (Baillif et al., 2010).

La superficie de las bacterias generalmente presenta carga negativa, y asi se ha
demostrado que la adhesion bacteriana se reduce en el PMMAJ/AA (acido acrilico)
cargado negativamente, mientras que se incrementa en el PMMA/DMAEMA (di-metil-
amino-etil-metacrilato) cargado positivamente (Kiremitci-Gumusderelioglu y Pesmen,
1996).

La humectabilidad, medida como el angulo de contacto de una gota agua sobre
una superficie, nos indica la capacidad de un material para formar puentes de hidrdégeno
con moléculas de agua (Baillif et al., 2010; Shida et al., 2013). No existe una regla
general respecto al papel que juega esta propiedad, ya que en algunos estudios se ha
observado una mayor adhesion a superficies hidréfobas (Tegoulia y Cooper, 2002),
mientras que otros encuentran mayor adhesion a superficies hidrofilicas (Busscher y van
der Mei; 1997; Braem et al., 2014; Shida et al., 2013). Esto sugiere que la
humectabilidad seria un factor méas, pero no definitivo, a la hora de producirse el
complicado proceso de adhesion bacteriana a un material. Ademas, hay que tener en
cuenta que la humectabilidad de las bacterias también es diferente entre ellas, por lo que
las bacterias hidrofilicas suelen unirse a superficies hidrofilicas, mientras las bacterias
hidréfobas prefieren unirse a superficies hidréfobas. (Baillif et al., 2010).

Por Gltimo, hay que tener en cuenta que las propiedades quimicas de las
superficies pueden ser cambiadas o modificadas, recubriéndolas con otras sustancias
como la plata, que tiene una accion antibacteriana (Woodyard et al., 1996), o el plasma,
la heparina o la mucina que hacen la superficie mas hidrofilica e inestable dificultando,
de esta manera, la adhesion bacteriana a estas superficies (An y Friedman, 1998; Shi et
al., 2000).
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5.3.3.2. Topografia de la superficie de contacto

Con independencia de la composicion quimica del material, la forma de la
superficie de contacto influye en la facilidad para formar biofilms (Ono et al., 2007;
Braem et al., 2014). La rugosidad de la superficie favorece la adhesion y colonizacion
bacteriana, ya que los materiales con surcos y relieves presentan un incremento de la
superficie en comparacion con los lisos (An y Friedman, 1998; Teughels et al., 2006).
Sin embargo, las bacterias se adhieren preferentemente a irregularidades que encajan
con su tamafio, ya que esto maximiza el area de contacto bacteria-superficie. Las estrias
en los materiales que son del orden del tamafio bacteriano incrementan el area de
contacto y favorecen la unién, mientras que surcos mucho mas grandes o profundos que
el tamafio bacteriano, aproximan la capacidad de adhesion bacteriana a la de una
superficie plana. Por el contrario, los surcos demasiado pequefios respecto a las
bacterias, reducen el area de contacto entre la bacteria y la superficie, disminuyendo la
union (Edwards y Rutenberg, 2001). Esta falta de relacion lineal entre el aumento de la
rugosidad y la adherencia bacteriana se ha comprobado estudiando la adhesién de S.
epidermidis y P. aeruginosa sobre PMMA liso o con diferentes grados de rugosidad: un
pequefio incremento de la rugosidad (0,04-1,24 um) provocé un significativo aumento
de la adhesién, mientras que incrementos mayores en la rugosidad (1,86-7,89 um)
provocaron un descenso de la adhesidn, aunque todavia era mayor que sobre la

superficie lisa. (Taylor et al., 1998).

Aplicado a los implantes médicos, se ha observado que la posibilidad de
colonizacion de los mismos es diferente entre los materiales porosos y lisos, teniendo
los materiales porosos una tasa de infeccion mayor (Li et al., 2001), probablemente por
el incremento total de superficie del implante, mas que por el tamafio especifico de los

surcos (Braem et al., 2014).

5.4. Mecanismos de defensa y agresion del biofilm

El crecimiento en forma de biofilm es el protagonista en las infecciones cronicas
ya que, como hemos comentado, supone una forma de crecimiento microbiano
protegido. La mayor supervivencia de las bacterias cuando crecen formando un biofilm
les confiere también una mayor capacidad lesiva, al intervenir no s6lo los mecanismos

nocivos de las bacterias sino también los del propio huésped (Costerton et al., 1999).
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Respecto a su capacidad de agresion, los biofilms provocan un dafio lento pero
constante en los tejidos, ya que actlan a través de varios mecanismos (Figura 39): (1)
sirven de reservorio de bacterias, provocando infecciones cronicas con reagudizaciones
cuando se libera un numero suficiente de células planctonicas; (1) gracias a la matriz
extracelular que generan, resisten, con mayor eficacia, los efectos del sistema
inmunoldgico del huésped provocando una inflamacion cronica y lesion tisular mediada
mas por la respuesta inmune del huésped al biofilm que por factores citotoxicos
elaborados por las propias bacterias (Parsa et al., 2010); ademas, (I11) los catabolitos
procedentes del metabolismo del biofilm, pueden favorecer la adhesion y crecimiento de

otras especies microbianas, perpetuando el dafio (Zhu et al., 2013).

Respecto a su capacidad de defensa bacteriana, los biofilms resultan
especialmente resistentes a los antibidticos, antisépticos y desinfectantes (Costerton et

al., 1999), también por medio de varios mecanismos (Figura 39).

Un primer mecanismo de resistencia a los agentes antimicrobianos es la
dificultad de éstos para atravesar el espesor completo del biofilm. Las sustancias
poliméricas que forman la matriz extracelular retardan la difusion de los antibiéticos y
solutos en general, dificultando la accion de los mismos (Stewart y Raquepas, 1995).
Los modelos matematicos predicen que se forma una importante barrera superficial y
que el agente antimicrobiano puede ser desactivado rapidamente en las capas externas
del biofilm (Stewart, 1996). Esto se ha demostrado para los agentes oxidantes tales
como el hipoclorito y el peréxido de hidrogeno (De Beer et al., 1994), que son
productos de las sustancias oxidativas de las células fagociticas. La escasa penetracion
de las especies reactivas de oxigeno puede explicar en parte la incapacidad de las
células fagociticas para destruir los microorganismos del biofilm (Costerton et al.,
1999).

Un segundo mecanismo surge como consecuencia de la heterogeneidad en el
fenotipo y la expresion génica de las distintas células que conforman el biofilm, en
funcién de su localizacion espacial. Las células mas proximas a la superficie del biofilm
tienen mayor exposicion a los nutrientes y son las mas activas metabolicamente. Las
células profundas tienen escaso acceso a los nutrientes (Toutain et al., 2005), s6lo a
través de la intricada red de canales, y estan relativamente inactivas, en una situacion de

crecimiento lento o latencia (Samimi et al., 2013). Estas células, en situacion de
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inanicidn, que no se dividen o lo hacen de forma lenta, no son demasiado susceptibles a
la mayoria de los agentes antimicrobianos (Davey y O'toole, 2000; Anderl et al., 2003).
Asi pues, la heterogeneidad celular del biofilm también constituye una importante
estrategia de supervivencia, porque al encontrarse las células en diferentes estados
metabolicos, es probable que por lo menos algunas de ellas sobrevivan. (Costerton et
al., 1999).

- Enzimas fagociticas

[EJ Antivistico  [JE§] Anticuerpo L) Célula plancténica @ Célula de biofilm

Figura 39. Esquema de los mecanismos de defensa y agresion de un biofilm formado sobre un implante
médico. A. Las células planctdnicas pueden ser facilmente eliminadas por los anticuerpos, fagocitos y
antibidticos. B. Las bacterias con crecimiento en biofilm sobre superficies inertes, son resistentes a los
antibidticos, anticuerpos y fagocitos. C. Las moléculas de la matriz extracelular y los anticuerpos sobre
ella, actan como opsoninas, provocando la quimiotaxis de los fagocitos, que liberan sus enzimas. D.
Aunque la fagocitosis es frustrada, las enzimas fagociticas dafian el tejido circundante al biofilm. Por
altimo, la liberacion de células plancténicas desde el biofilm favorece la diseminacion e infeccion del

tejido cercano. (Modificado de Costerton et al., 1999).
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Un tercer mecanismo, aunque mas especulativo, de susceptibilidad reducida del
biofilm, es el que considera que algunas células del biofilm pueden adoptar un fenotipo
distinto, no como una respuesta a la limitacion en los nutrientes, sino como una
respuesta biolégicamente programada para crecer de forma protegida sobre una

superficie (Costerton et al., 1999).

5.5. Trascendencia clinica de los biofilm

5.5.1. En medicina general

Los microorganismos asociados a formacion de biofilm son capaces de colonizar
una amplia variedad de tejidos y dispositivos médicos, y se han implicado en mas del
80% de las inflamaciones e infecciones cronicas de tejidos blandos (Archibald y
Gaynes, 1997). Su implicacién en algunos casos ha sido dificil de establecer, por
ejemplo, durante afios la otitis media serosa cronica fue considerada como un derrame
aséptico porque no se encontraba crecimiento bacteriano en los medios de cultivo
habitual, sin embargo la microscopia electronica permitio la visualizacion directa de
biofilm en la efusion (Post, 2001).

Ademas, actualmente carecemos de medios de estudio que valoren la eficacia a
nivel clinico de los antibi6ticos para eliminar las bacterias con crecimiento en biofilm.
Los términos Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) valoran el efecto de los antibidticos contra los organismos
planctonicos en su fase exponencial de crecimiento, y por lo tanto pueden predecir
correctamente la eficacia del antibidtico contra bacterias en rapido proceso de division,
en infecciones agudas como una septicemia (Fux et al., 2005). Sin embargo, cuando
tratamos con infecciones relacionadas con la formacion de biofilms, estos términos, no
pueden predecir el comportamiento in vivo de los antibiéticos (Parsa et al., 2010). Un
claro ejemplo de esto, es la neumonia en los pacientes con fibrosis quistica, donde los
antibioticos consiguen mejorar los sintomas de las reagudizaciones pero fracasan en
eliminar el biofilm bacteriano sobre el epitelio pulmonar, perpetuandose la lesién
(Smith et al., 1996; Costerton et al., 1999).

En conclusién, aunque cada vez se consideran mas relevantes este tipo de

comunidades bacterianas como agentes patdgenos, la carencia de herramientas
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adecuadas en la practica clinica, tanto para su diagnostico como para su tratamiento,
dificulta que se alcance un mayor éxito en el control de estas formaciones infecciosas
(Fux et al., 2005).

5.5.2. En oftalmologia

El aumento de la disponibilidad de los biomateriales implantables ha permitido
incrementar el uso de materiales sintéticos, en particular, en la cirugia oculofacial. Estos
elementos artificiales también proporcionan a los microorganismos nuevas superficies
abidticas donde poder adherirse y crecer. La presencia de biofilms bacterianos se ha
demostrado en la infeccion de diversos tipos de protesis oftalmologicas: LC, LIO,
cerclajes esclerales, implantes orbitarios, intubaciones de via lagrimal, etc. Incluso se ha
documentado la existencia de biofilms en algunos tipos de infeccion ocular en ausencia
de materiales artificiales, como en la queratopatia infecciosa cristalina (Zegans et al.,
2002).

La propia superficie ocular, bafiada por la lagrima, constituye per se un
medioambiente himedo favorable para el desarrollo de biofilms sobre una superficie
biotica, la conjuntiva, que mantiene controlada la poblacion bacteriana por medio de
proteinas con efectos antibacterianos como la lisozima, betalisina, lactoferrina e IgA,
presentes en la lagrima (McClellan, 1997). Esta flora bacteriana, aunque escasa, puede
transferirse a las protesis oftalmoldgicas en el momento de su implante, pudiendo

formar biofilms sobre la superficie del material abiotico (Parsa et al., 2010).

Los biofilm mejor estudiados en el ambito de la oftalmologia, han sido los
relacionados con las L1O, responsables de las endoftalmitis tras la cirugia de la catarata
(Shimizu et al., 2006; Baillif et al., 2010). Los principales gérmenes responsables de las
endoftalmitis son S. epidermidis en las endoftalmitis agudas, y Propionibacterium acnes
en las cronicas, ambas bacterias habituales de la flora conjuntival (Zegans et al., 2002).
Estudios previos han demostrado, tomando muestras del fluido de la cdmara anterior
ocular al final de la cirugia de catarata, la presencia de bacterias en el 13,7% de los 700
pacientes estudiados (Ciulla et al, 2002). Sin embargo, ninguno de estos pacientes
desarroll6 endoftalmitis, lo que permite suponer que la entrada de bacterias procedentes
de la flora conjuntival durante la cirugia de cataratas es habitual, y que los sistemas de
defensa del ojo pueden eliminar un pequefio indculo de bacterias (Ciulla et al, 2002).
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En este sentido, el estudio realizado por la Sociedad Europea de Catarata y
Cirugia Refractiva (ESCRS) sobre méas de 16.000 pacientes operados de cataratas ha
concluido que el uso de 0,1 ml de cefuroxima (10 mg/ml) colocado en la camara
anterior ocular al final de la cirugia de catarata, disminuye, en casi 5 veces, la
posibilidad de desarrollar una endoftalmitis. Este antibiotico, al eliminar las bacterias en
fase de crecimiento plancténico introducidas durante la cirugia, evita la endoftalmitis
aguda y que se llegue a formar un biofilm, que produciria una endoftalmitis crénica.
Otra conclusion del mismo estudio ha sido que la posibilidad de infeccion
postoperatoria es 3 veces mayor si se utilizan lentes fabricadas en silicona (ESCRS,
2007).

Este ultimo hallazgo clinico ha venido a confirmar los estudios in vitro
previamente publicados, sobre la influencia del material de la LIO en la adhesion
bacteriana, en donde trabajando con la cepa ATCC 35984 de S. epidermidis se
establecio un orden de adhesién en funcién del material (de mayor a menor): acrilico,
PMMA recubierta de heparina, silicona, PMMA con hépticos de polipropileno,
hidrogel, PMMA monobloque y PMMA recubierto de flior (Garcia-Séenz et al., 2000).
Llama la atencion que las lentes de PMMA recubiertas de heparina, precisamente, en un
intento de reducir la bioadhesion, resulten més favorables a la colonizacion de S.
epidermidis, probablemente en relacién con la presencia un receptor de superficie

especifico de esta cepa a la heparina.

Las protesis empleadas en cirugia oculoplastica han sido mucho menos
estudiadas. No obstante, Samimi et al. (2013) han encontrado diferencias en cuanto a
las bacterias colonizadoras de los materiales entre los implantes orbitarios,
habitualmente infectados por bacterias tipicas de la flora conjuntival, y las laminas para
reparar fracturas orbitarias, infectadas con mas frecuencia por hongos levaduriformes,
tipicos de la flora de los senos paranasales. Estas diferencias entre los distintos tipos de
implantes y los gérmenes detectados en las proétesis infectadas (Figura 40), les ha
permitido concluir que son principalmente los gérmenes de la flora habitual proxima los
que inician la colonizacién de las prétesis (Samimi et al., 2013), alcanzando éstas, bien
por el simple arrastre en el momento del implante, o bien por el crecimiento sobre una

protesis expuesta tras la pérdida del tejido de recubrimiento.
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En la actualidad, una vez que ocurre la infeccién sobre el implante generalmente
se debe eliminar éste, y usar antibidticos para destruir las células plancténicas que

puedan haberse liberado a los tejidos (Parsa et al., 2010).

El objetivo para el futuro pasa por desarrollar materiales de superficie ultralisa,
electrostaticamente desfavorables para la adhesion bacteriana, o recubiertos de
sustancias que la dificulten (Braem et al., 2014), asi como desarrollar agentes
terapéuticos que ataquen el fenotipo de célula en biofilm y el sistema de
comunicaciones del mismo (Costerton et al., 1999; Bispo et al., 2015), consiguiendo
agentes que prevengan la formacion y/o promuevan el desprendimiento y eliminacién
del biofilm.

Microorganismos segun tipo de protesis

m Gram + (n=13)
m Gram- (14)

= Micobacteria (10)
=2

Hongos
levaduriformes (3)

Laminas Implantes Stens
orbitarias (esferas) lagrimales de Jones
(n=5) orbitarias (4) (10) (2)

Figura 40. Microorganismos aislados del cultivo de implantes infectados, segun el tipo de prétesis. La
suma para cada tipo es mayor del 100%, dado que se aislaron multiples gérmenes en cada tipo de protesis.
Destaca la presencia de levaduras en las I&minas orbitarias, bacterias Gram positivas en los implantes

orbitarios y micobacterias en los stents lagrimales. (Modificado de Samimi et al., 2013).
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5.6. Sistemas de diagnostico y estudio de los biofilms en implantes

En muchas ocasiones, el cultivo microbiologico de un material protésico mal
tolerado, con aspecto clinico de haber sido colonizado por microorganismos, resulta
negativo. Esto se debe a que los medios de cultivo y de identificacién habituales estan
disefiados para la deteccion de células en fase de crecimiento plancténico, con una alta
tasa de replicacion, y no para muestras de células en estado de latencia, que son las
presentes en un biofilm (Parsa et al., 2010). Su baja actividad biologica hace que los
sistemas convencionales no detecten la presencia de biofilms bacterianos y generen
falsos negativos. Asi pues, desde un punto de vista clinico, la técnica de referencia para
el diagnostico de biofilm sobre un implante es la microscopia electronica (Post, 2001),
aunque para ello el biofilm ha de ser deshidratado. Aunque menos accesible, la
microscopia con laser confocal si permite estudiar los biofilms sin modificarlos,

apreciando mejor su complicada estructura tridimensional (Davey y O'toole, 2000).

Existen otros métodos que se utilizan en el estudio de la adhesion y formacion
de biofilms bacterianos. No obstante, hay que tener en cuenta que, en general, estos
sistemas in vitro son simplificados y no siempre pueden ser equiparados a la realidad
clinica, ya que el sistema huésped-protesis-biofilm es, en conjunto, complejo y
dindmico (An 'y Friedman, 1998). Estas técnicas para el estudio de los biofilm se pueden

clasificar en dos grandes grupos: sistemas estaticos y sistemas dinamicos.

Los sistemas estaticos se basan en contar las células adheridas a una superficie,
después de haber sido sembradas durante un periodo de tiempo determinado y sin
alteraciones hidrodindmicas. Posteriormente, las células no adheridas son eliminadas
por lavado o por centrifugado, y las restantes (adheridas) son contadas. En general son
técnicas sencillas, baratas y adecuadas para estudiar la adhesion bacteriana sobre
diferentes superficies (An y Friedman, 1997). Tanto las células adheridas como la
formacion de biofilms, pueden ser estudiadas a su vez por varios métodos (Tabla 4).
Ademas, si se emplea la centrifugacion como método para recolectar las células no
adheridas o adheridas débilmente, se puede calcular una estimacion global de la fuerza
de adhesion. La principal desventaja de los ensayos estaticos es que son pruebas
cualitativas o como mucho semicuantitativas, donde se registra el nimero global de
bacterias adheridas, y es conocido que entre ellas presentan diferentes grados de

adhesion (Katsikogianni y Missirlis, 2004).
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Tabla 4. Diferentes métodos de evaluacion de células adheridas a superficies (Tomado de Katsikogianni
y Missirlis, 2004).

A. Microscopia para recuento y observacion morfolégica de las bacterias
adheridas

a. Microscopia Optica

b. Microscopia de andlisis de imagen por epifluorescencia
C. Microscopia electronica de escaneado

d. Microscopia de laser confocal

B. Métodos de recuento de bacterias viables

a. Recuento en placas de unidades formadoras de colonias (UFC)
b. Radiomarcado
c.  Tincion con Clorotetraciclina

C. Otros métodos directos e indirectos

a. Espectrofotometria
b. Contador Coulter
C. Marcadores bioquimicos (Adenosin-trifosfato)

D. Métodos para evaluar la matriz o el biofilm

Reconocimiento de biofilm

Medida de la densidad y grosor por microscopia electrénica o confocal
Observaciones morfoldgicas

Medida del contenido del biofilm

o o

El otro gran grupo de técnicas para valorar la adhesion, son los estudios
dinamicos. Estos se basan en cuantificar la adhesion sometiendo las células a una fuerza
de desplazamiento. Existen cuatro modalidades principales: camaras de flujo de platos
paralelos, camaras de flujo radial, discos de rotacion y estudio de las fuerzas de
interaccion mediante el microscopio de fuerza atdbmica (AFM) (An y Friedman, 1997,
Potthoff et al., 2015). Los tres primeros estudian la adhesion bacteriana bajo unas
condiciones de flujo hidrodinamico conocidas y modificables. EI AFM manipula cada
célula de forma independiente, pudiendo establecer un valor de la fuerza de adhesion de
dicha célula a la superficie. No obstante, la deformacion de la bacteria debido a la punta
del AFM es una posible fuente de error y quizas explica la variabilidad observada en los

resultados (Katsikogianni y Missirlis, 2004).

En resumen, podemos concluir que para mejorar nuestro conocimiento sobre la

adhesion de las bacterias, en nuestro caso de la flora conjuntival, es fundamental
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estudiar en condiciones controladas la formacién de biofilms microbianos sobre
implantes médicos. Establecer los factores que intervienen en este proceso de
colonizacion es esencial para conocer las pautas de adhesion y determinar los materiales

mas adecuados para cada protesis oftalmoldgica.
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Objetivos

De los multiples dispositivos empleados en oftalmologia, las protesis oculares,
también denominadas “ojos artificiales”, continGan teniendo una gran vigencia, siendo
un elemento indispensable para el bienestar psicosocial de las personas que han sufrido

la pérdida de un globo ocular.

Durante siglos se ha intentado mejorar el aspecto que aporta este tipo de
protesis, tratando de semejarse a un ojo sano, al perfeccionar sus colores, matices y
volumen. El empleo de nuevos materiales y de nuevos dispositivos y técnicas
quirdrgicas, han permitido que en los ultimos afios se haya alcanzado un grado
aceptable, aunque variable, de tolerancia, satisfaccion y confort para los pacientes
anoftalmicos. Es precisamente en la optimizacion del uso y tolerancia de los o0jos
artificiales donde hemos decidido centrar nuestra atencion, teniendo en cuenta dos
factores principales:

a. Por un lado, la protesis ocular, como cuerpo extrafio de tamafio considerable,
en contacto permanente con la mucosa conjuntival puede provocar
alteraciones inflamatorias de la misma, induciendo, previsiblemente,
cambios en la microbiota local. A su vez, la alteracion de la flora conjuntival
con la presencia de bacterias no habituales, puede favorecer la inflamacion
de la conjuntiva y la sintomatologia adversa para el paciente.

b. Por otro lado, los implantes orbitarios son unos dispositivos clave para
alcanzar un beneficio estético y, ademas, parecen mejorar la tolerancia de las
prétesis oculares. Estos elementos reponen el volumen perdido tras la
extirpacion del globo ocular, mejorando la motilidad del ojo artificial y
disminuyendo la incidencia del sindrome post-enucleacion. Ademas, al
permitir una disminucién del tamafio de la protesis ocular, previsiblemente
favorece que se produzcan menos cambios tanto en la mucosa como en la
flora conjuntival. No obstante, los implantes orbitarios pueden ser a su vez
fuente de complicaciones, como son la exposicion de los mismos o su
posible contaminacion y consiguiente infeccidn. Los microorganismos de la
flora conjuntival pueden ser capaces de adherirse a los materiales artificiales
provocando la colonizacion de los implantes durante su introduccion o tras
quedar expuestos. De este modo, se hace necesario controlar la capacidad de
adhesion y formacion de biofilms de la flora conjuntival en los materiales

utilizados en estas protesis. En caso contrario, el cirujano puede verse
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abocado a la retirada quirdrgica del dispositivo y al debate de si realizar o no
un nuevo implante y de qué material. En una situacion de exposicion del
implante orbitario, la actitud terapéutica que adoptemos puede suponer la
diferencia entre poder conservar el implante que el paciente porta o tener que
realizar una cirugia para retirarlo, lo que supondra un mayor dafio a los

tejidos orbitarios y un resultado estético final menos favorable.

Estos interrogantes, planteados en el caso especifico de los pacientes

anoftalmicos, pueden verse resueltos si establecemos la capacidad de adhesion y

formacion de biofilms de las bacterias de la flora conjuntival a los diferentes materiales

protésicos utilizados. Ademas, los conocimientos obtenidos del estudio de la flora

conjuntival y su capacidad de adhesion a diferentes superficies no sélo seran aplicables

a los pacientes con anoftalmia, sino a una variedad ingente protesis oftalmoldgicas,

tanto de los anexos oculares como de otros tipos.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, nos hemos propuesto en este

trabajo los siguientes objetivos:

1.

Identificar a nivel microbioldgico la flora conjuntival en pacientes portadores de
protesis ocular, tanto de su cavidad anoftalmica como de su ojo sano, y describir
las posibles diferencias y relaciones de la flora conjuntival obtenida de los
distintos espacios (pre-protesis, retro-protesis y 0jo sano).

Cuantificar la densidad microbiana presente en la conjuntiva de la cavidad
anoftalmica y del ojo sano, estudiando las posibles diferencias y correlaciones
entre ellas.

Evaluar posibles factores modificadores de la flora conjuntival, tanto del ojo
sano como de la cavidad anoftalmica, en funcion de las caracteristicas de los
pacientes (edad, sexo y enfermedades sistémicas de los pacientes), de la cavidad
anoftdlmica (lateralidad, causa y tiempo de anoftalmia, tipo de intervencion
quirdrgica, presencia o no de implante orbitario, valorando ademas la presencia
de epifora o de obstruccion de la via lagrimal de la cavidad, la presencia de
moco o hiperemia de la conjuntiva y los tratamientos tépicos empleados), y
caracteristicas de la prétesis (antigliedad de la protesis ocular actual, frecuencia
de extraccion para lavado y medios de limpieza empleados).
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Valorar la posible influencia de los factores anteriores en la tolerancia subjetiva
de la protesis ocular.

Evaluar la posible asociacion entre los distintos tipos de flora conjuntival y la
tolerancia subjetiva de la prétesis ocular.

Determinar mediante antibiograma el mejor tratamiento antibiotico empirico en
caso de infeccidn del material protésico en los pacientes anoftalmicos.

Evaluar la capacidad de adhesion y formacion de biofilm de las principales
cepas de la flora conjuntival bacteriana a distintos materiales protésicos, asi
como estudiar las caracteristicas de los biofilm bacterianos mediante

microscopia electronica de barrido, tanto in vitro como in vivo.
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Materiales y Métodos

El desarrollo de este trabajo, dados los objetivos, se ha realizado en dos &mbitos:
uno a nivel clinico, estudiando las caracteristicas semioldgicas y microbioldgicas de
pacientes anoftalmicos portadores de protesis ocular; y otro, a nivel experimental,
valorando la adhesion y formacion de biofilms de distintas cepas bacterianas de la flora

conjuntival sobre diferentes materiales con utilidad protésica.

1. Materiales y métodos clinicos

1.1. Disefio y tipo de estudio clinico

El estudio clinico propuesto para este trabajo, asi como la hoja de recogida de
datos y el consentimiento informado para participar en el estudio, fueron aprobados por
la Comision Etica de Investigacion Clinica del Hospital Universitario de Leon. Todos
los pacientes incluidos fueron informados verbalmente y por escrito de la finalidad del
estudio, de las posibles molestias derivadas del mismo y del hecho de que los datos
clinicos obtenidos podrian emplearse para la divulgacion cientifica, siempre respetando
los principios de la Declaraciéon de Helsinki. Se registro la conformidad de todos los

pacientes mediante la firma del documento de consentimiento informado.

Se disefio un estudio transversal con dos fases:

1. Descriptiva, en la que se pretendia identificar la microbiota conjuntival en el
0jo sano y en la cavidad anoftdlmica de pacientes con protesis ocular,
diferenciando a su vez, entre flora pre-proétesis y retro-protesis.

2. Analitica, en la que se valoré6 como posible como factor de riesgo para la
alteracion de la flora conjuntival la presencia de anoftalmia con protesis
ocular; y también considerando otras variables, como edad, tiempo de uso de
la protesis, o la presencia de una flora conjuntival andmala, como factores de

riesgo para sufrir una mala tolerancia a la protesis ocular.

1.2. Seleccion de los pacientes

1.2.1. Criterios de seleccion

Se reclutaron un total de 60 pacientes anoftalmicos, portadores de protesis ocular

durante un periodo minimo de un mes y con sintomatologia estable, incluyendo a los
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gue empleaban colirios antibidticos y/o corticoideos de forma continuada durante el mes
previo a la toma de la muestra.

Se excluyeron a los pacientes anoftdlmicos que no utilizaban proétesis ocular o
que presentaban protesis oculares deterioradas, exposicion del implante orbitario,
quistes conjuntivales o de capsula de Tenon (Figura 41C), resolviendo estas patologias
antes de la realizacion del frotis conjuntival. También se excluyé a los pacientes
portadores de protesis esclerales, ya que éstos no son anoftalmicos, y a los pacientes
anoftalmicos bilaterales, dado que al no presentar un o0jo sano éste no podia tomarse
como control.

Como ojo control, se tomO el ojo sano contralateral de los 60 pacientes
portadores de protesis ocular.

1.2.2. Caracteristicas epidemiologicas

Los datos epidemioldgicos de cada uno de los pacientes estudiados incluyeron
caracteristicas demogréaficas (edad y sexo), lateralidad de la cavidad anoftadlmica, y

enfermedades sistémicas.

1.2.3. Retirada del estudio y uso de tratamientos concomitantes

Dado el caracter transversal del estudio, no se produjo ninguna pérdida de
pacientes, ya que se realizd una Unica toma de muestras y el resto de exploraciones se

practicaron en la misma consulta.

Respecto a los pacientes excluidos por presentar patologias concomitantes
(véase punto 1.2.1 de Materiales y Métodos), estos se incorporaron al estudio tras
realizar el tratamiento médico y/o quirdrgico correspondiente y cuando la situacion

clinica del paciente se mantuvo estable durante, al menos, un mes.

1.3. Evaluacion oftalmoldgica. Variables a estudio

1.3.1. Anamnesis

Ademas de los datos epidemioldgicos descritos en el punto 1.2.2 de Materiales y

Métodos, se realiz6 una anamnesis interrogando a los pacientes y revisando su historia
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clinica para conocer las siguientes variables: tiempo de anoftalmia y de uso de prétesis
ocular, motivo de extraccion ocular, tipo de procedimiento (evisceracion o enucleacion),
presencia de implante orbitario y, en caso afirmativo, material, forma y tamafio, nimero
de protesis ocular actual y antigiiedad de la misma, frecuencia de lavado y medios
utilizados (agua y jabdn de manos, suero fisioldgico, jabon neutro, etc.), tratamientos
topicos oculares, tanto para el ojo sano como en la cavidad anoftalmica y tolerancia

subjetiva (véase apartado siguiente).

1.3.2. Evaluacién de la tolerancia de la protesis ocular

La valoracion del grado de confort de los pacientes anoftdlmicos con su protesis
ocular resultaba muy importante para nuestro trabajo, al ser uno de los objetivos de
nuestro estudio la valoracion de los factores que pudieran influir en la tolerancia. Sin
embargo, esta variable resultaba dificil de evaluar de forma objetiva, tanto para el

paciente como para el observador.

Por ello, se les proporciono a los pacientes una encuesta (Tabla 5), que debian
completar antes de la anamnesis. El cuestionario constaba de cuatro preguntas con cinco
posibles respuestas, y hacia referencia a la tolerancia subjetiva de su prétesis en el
ultimo mes. Para cada posible respuesta se le asign6 un valor de 0 a 4 puntos (0 puntos
si la respuesta era la opcion “a”, 1 punto si era la opcion “b”, y asi sucesivamente), lo
que hacia que el rango posible de puntuacién fuera de 0 a 16 puntos. La puntuacion total

obtenida se tom6 como dato del confort subjetivo del paciente con su prétesis ocular.

Para aquellos pacientes que, tras la exploracion, se comprobaba que existia
obstruccion de la via lagrimal se anul6 la segunda pregunta, que hacia referencia a la
epifora en el ojo protésico, y se calculd la puntuacién proporcional a cuatro preguntas,

basandose en los puntos obtenidos con las otras tres preguntas.

Asi, se definieron tres grados de tolerancia de la proétesis ocular: buena

(puntuacién de 0 a 5), regular (puntuacion de 6 a 10) y mala (puntuacion de 11 a 16).

Aunque la existencia de una puntuacion podria hacer factible el estudio
estadistico de la tolerancia como una variable cuantitativa, dado el caracter subjetivo de
la misma, se decidid considerar siempre la tolerancia como una variable cualitativa que

podia presentar las tres opciones (buena, regular o mala) antes mencionadas.

115



Materiales y Métodos

Tabla 5. Cuestionario de evaluacion de la tolerancia de la protesis ocular.

En su ojo con protesis, durante EL ULTIMO MES...

1. ¢Se ha levantado con legafia abundante (o0jo pegado)?
a) Nunca
b)  Alglndia
c) Lamitad de los dias
d) Lamayoria de los dias
e)  Todos los dias

2. ¢Ha tenido lagrimeo? (lagrima limpia, sin moco espeso)
a) Nunca
b)  Algindia
c) Lamitad de los dias
d) Lamayoria de los dias
e) Todos los dias

3. ¢Ha tenido secrecion mucosa que le haya obligado a limpiarse durante el dia?
a) Nunca
b)  Alglndia
c) Lamitad de los dias
d) Lamayoria de los dias
e)  Todos los dias

4. ¢ Ha presentado molestias como: picor, escozor, sensacion de arenillas o cuerpo extrafo?
a) Nunca
b)  Algindia
c) Lamitad de los dias
d) Lamayoria de los dias
e)  Todos los dias
Puntuacion: a) 0 puntos; b) 1 punto; c) 2 puntos; d) 3 puntos; e) 4 puntos. Rango de puntuacién de 0 a 16
puntos. Tolerancia: buena (de 0 a 5 puntos), regular (de 6 a 10 puntos) y mala (de 11 a 16 puntos).

1.3.3. Exploracion biomicroscépica

Después de la recogida de la muestra conjuntival se valord, mediante
biomicroscopia por lampara de hendidura (Topcon, SL-D7), el estado de la conjuntiva,
estableciendo cuatro categorias de conjuntiva: sana, hiperémica, quistica (presencia de
quiste conjuntival o de capsula de Tenon) o erosionada con exposicién de implante
orbitario. En el caso de conjuntivas con quistes o de exposicion del implante orbitario,

los pacientes fueron excluidos del estudio hasta resolver quirdrgicamente estas
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patologias (Figura 41), por lo que la conjuntiva de los pacientes participantes en el
estudio sélo se clasifico como sana o hiperémica (inflamada). También se registro la

presencia de moco en la cavidad anoftalmica en el momento de la recogida.

Figura 41. Diferentes tipos de conjuntiva en cavidades anoftdlmicas. A. Conjuntiva sana. B. Conjuntiva
hiperémica. C. Conjuntiva con quiste de capsula de Tenon. D. Conjuntiva erosionada con disolucion
escleral y exposicion del implante orbitario. (Coleccién particular del autor).

1.4. Evaluacion microbiolégica

A todos los pacientes incluidos en el estudio, tras realizar la ananmesis y antes
de la evaluacion biomicroscopica, se les tomd una muestra de la flora conjuntival, tanto

del ojo sano como de la cavidad anoftalmica, y se estudié microbiol6gicamente.

1.4.1. Obtencion de las muestras

Las muestras se obtuvieron mediante frotis conjuntival bilateral (del ojo sano y
de la cavidad anoftdlmica). En todos los casos se utilizaron guantes de latex estériles

para disminuir la posibilidad de contaminacion de la muestra. No se empled medicacién

117



Materiales y Métodos

topica alguna, y se obvid el uso de anestésico, para evitar dafiar los microorganismos de

la flora conjuntival.

Para la realizacion del frotis, se empled un hisopo estéril de rayon (Copan
Diagnostics Inc, Murrieta, CA, USA) de 0,25 cm de grosor por 13 cm de largo (Figura
42), que fue humedecido en medio BHI (Brain heart infusion) introduciéndolo durante
2 segundos en un tubo roscado de 1,6 cm por 10,3 cm (Becton, Dickinson & Company,
Franklin Lakes, NJ, USA) con 4 ml de medio BHI (Figura 43). El hisopo se pas6 dos
veces por el fondo de saco conjuntival inferior, desde la parte nasal a la lateral,
evertiendo el parpado inferior y evitando el contacto con el borde libre palpebral. Una
vez realizado el frotis, el hisopo se introdujo de nuevo en el mismo tubo con medio
BHI, cortando con tijeras la varilla del hisopo con una longitud de aproximadamente 8
cm y dejando el tubo cerrado.

on, Dickinson 304"

Barks, MD 21152

Figura 42. A. Tubo roscado con 4 ml de medio BHI (Brain heart infusién) previo a la toma de muestra

de flora conjuntival. B. Hisopo estéril empleado para el frotis conjuntival.
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Se tomaron tres muestras de cada paciente:

1. De la conjuntiva del ojo sano, siendo ésta la muestra de flora conjuntival
control.

2. De la cavidad anoftalmica, sin retirar la prétesis ocular, considerando esta
muestra como flora pre-protesis.

3. Por ultimo, se retiro la protesis ocular empleando una ventosa (Figura 32) de
protector ocular (FCI, Paris, Francia), para minimizar la manipulacion en la
cavidad, y se tomé una muestra mediante frotis de la mucosa conjuntival

retro-protesica.

En total se recogieron 180 tubos. Cada tubo fue identificado con la etiqueta de
historia clinica del paciente y se le rotulé un nimero, de 1 a 3, correspondiente a la
muestra tomada: control, pre-protésica o retro-protésica. Posteriormente, se realizo la

exploracion biomicroscopica, descrita en el punto 1.3.3 de Materiales y Métodos.

1.4.2. Procesamiento de las muestras

Los tres tubos obtenidos de cada paciente fueron llevados al laboratorio de
microbiologia del Hospital Universitario de Ledn, donde fueron cultivados en atmosfera
aerobia a 37 °C, manteniéndose en estufa hasta 10 dias. Se realizd una inspeccion de los
mismos cada 24 h, tomandose directamente una alicuota para resembrar en caso de
mostrar turbidez. Se realizd siembra en cada uno de los medios descritos en el punto
2.3.2 de Materiales y Métodos. Los tubos que durante 10 dias no mostraban crecimiento
microbiano se desecharon, informando el resultado del aislado como negativo, por lo

que se consideraron estas muestras como cultivos negativos.

1.4.3. lIdentificacion de los microorganismos

Los microorganismos obtenidos fueron identificados fenotipicamente en el
servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Ledon empleando paneles
MicroScan (Siemens, Munich, Alemania) o galerias APl (bioMérieux, Marcy I’Etoile,

Francia).
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1.4.4. Determinacion de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se determind mediante la realizacion de un
antibiograma, empleando paneles MicroScan (Siemens, Munich, Alemania) en aquellos
microorganismos adecuados para su uso (estafilococos, enterococos y bacterias Gram
negativas), y mediante discos de difusién en placa (Oxoid, Basingstoke, UK), en los
casos restantes (ver apartado 6 de Resultados). Las CMI y los halos de inhibicion se
establecieron segun los procedimientos establecidos por la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) n°® 17 y del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2010 y 2011.

Para la realizacion del antibiograma mediante discos de difusion en placa, se
tomo una muestra con asa de cultivo de la cepa a estudio y se realizé un sembrado por
extension en superficie, en tres direcciones, sobre una placa de Petri con medio de
cultivo adecuado para cada cepa. A continuacion y siguiendo las pautas marcadas por el
CLSI, se colocaron los discos de celulosa que contenian los antibidticos a evaluar,
empleando un dispensador de presion y en condiciones de esterilidad. Se cultivaron
durante 24 horas a 37°C y se analizaron los halos de inhibicién obtenidos.

En el caso de los estafilococos, los enterococos y las bacterias Gram negativas,
se emplearon paneles MicroScan (numero 31 para estafilococos, nimero 32 para
enterococos, numero 53 para bacterias Gram negativas fermentadoras y nimero 54 para
bacterias Gram negativas no fermentadoras). Tras tomar una muestra de la cepa con el
inoculador del equipo del MicroScan, se introdujo en el frasco dilutor. Se mezclo
suavemente por inversion 5 veces y se dejé reposar 1 minuto. Posteriormente se vertio
el contenido del dilutor en la cubeta del in6culo, y se cubrié con su tapa. Esta permite,
que al colocar el dispensador, se aspire la cantidad necesaria de inoculo. Posteriormente,
se coloco el dispensador sobre la placa microtiter con los antibidticos y reactivos
especificos de cada panel, y se sembraron los 96 pocillos. La placa microtiter se cubri6
con su tapa, para evitar la evaporacion y/o contaminacion de los pocillos, y se incubo
durante 24 horas a 37°C. Tras la incubacién, fue medida por el lector automatizado,
realizandose la interpretacion del antibiograma por el sistema experto del equipo
MicroScan.
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1.4.5. Calculo de la tasa de aislamiento global y por especie

Consideramos como tasa de aislamiento global (TAG) el porcentaje de
individuos con al menos un cultivo positivo (ver apartado 4.1 de Introduccion), respecto

al nimero total de individuos de la muestra poblacional.

Para el calculo de la tasa de aislamiento de cada especie (TAE) dividimos el
namero de cultivos positivos para una misma especie entre el nimero total de cultivos
positivos para diferentes especies (Patillon et al., 1978; Suto et al., 2012). De esta
manera los porcentajes de aislamiento de las distintas especies suman el 100 por 100, y
consideramos que se distorsiona menos las frecuencias de aislamiento en estudios con
una baja TAG.

1.4.6. Cuantificacion de la densidad microbiana conjuntival

De forma aleatoria, se seleccionaron las muestras de 29 pacientes participantes
para su andlisis espectrofotométrico. A las 48 h de la recogida e incubacion de la
muestra, se tomo una alicuota de 200 ul de cada uno de los tres tubos de cada paciente,
se diluyo con 400 ul de agua destilada y se midio la absorbancia a 540 nm empleando
un espectrofotometro Thermo Helios Delta VIS, disponible en el servicio de
Inmunologia del Hospital Universitario de Ledn.

2. Materiales empleados en los estudios de adhesion y

formacioén de biofilm.

2.1. Material biologico

Los estudios de adhesion bacteriana y formacion de biofilms se realizaron
utilizando ocho cepas bacterianas (Tabla 6): siete bacterias aerdbicas tipicas de la flora
conjuntival, y una octava, Lactobacillus rhamnosus, bacteria acido-lactica intestinal que
se utilizé como control, ya que su capacidad de adhesion y formacién de biofilms ha
sido ampliamente estudiada (Monteagudo, 2010).
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Tabla 6. Origen y caracteristicas de las cepas bacterianas estudiadas en este trabajo.

Cepa Origen Caracteristicas clinicas Referencias
Staphylococcus Microorganismos saprofiticos de la
epidermidis CECT 231 flora cutanea. Primer microorganismo | Winslow y Winslow,
CECT causante de endoftalmitis 1908; Hugh y Ellis,
postquirlrgicas. Responsable habitual 1968; Valenton y
_Flora de blefaroconjuntivitis, infeccion de Okumoto, 1973;
Staphylococcus | conjuntival de | yateriales protésicos y de sepsisen | Moloney y Park, 2014:
epidermidis HL paciente del Namvar et al., 2014

Hospital de Ledn

pacientes inmunocomprometidos y
con catéteres.

Staphylococcus
hominis

Flora conjuntival
de paciente

Microorganismo saprofitico de la flora
cutanea. Existen casos aislados de
endoftalmitis, endocarditis y sepsis en
inmunodeprimidos.

Kloos y Musselwhite,
1975; Bowman y Buck,
1984; lyer et al., 2005

Staphylococcus
aureus

Flora conjuntival
de paciente del
Hospital de Ledn

Pat6geno oportunista responsable de
queratoconjuntivis, endoftalmitis,
abscesos, etc. Elevada resistencia a
antibidticos.

Noble et al., 1967,
Blomquist, 2006

Corynebacterium

Microorganismo saprofitico de la flora
cutanea. Se han descrito casos

Collins et al., 1988;

amycolatum CECT 4163 aislados de sepsis en Berner et al., 1997
inmunodeprimidos.
Microorganismo saprofitico de la flora| Baumann et al., 1968;
- cutanea y respiratoria. Germen Marcovich y
Acmetobapter CECT 441 nosocomial multi-resistente. Se asocia Levartovsky, 1994;
calcoaceticus a queratitis, neumonitis, meningitis, Murray y Hospenthal,
etc. en pacientes hospitalizados. 2005

Serratia
marcescens

Flora conjuntival
de paciente del
Hospital de Leodn

Patégeno oportunista causante de
gueratoconjuntivitis, neumonia,
meningitis y sepsis. Elevada
resistencia a antibioticos.

Atlee et al., 1970;
Duggan et al., 1984

Lactobacillus
rhamnosus

ATCC 53103

Microorganismo probidtico. Inhibe
desdrdenes en el colon.
Excepcionalmente puede ser patdgeno
respiratorio en inmunodeprimidos.

Knox, 1963;
Isolauri et al., 1991;
Namnyak et al., 1992

Las cuatro cepas procedentes de la flora conjuntival fueron obtenidas del frotis

de pacientes sanos que acudieron a consulta de oftalmologia y quisieron participar en un

estudio previo para determinar el mejor método de recogida de flora conjuntival. Estas

cepas fueron identificadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de

Ledn. Las otras cuatro cepas se tomaron de la Coleccidén Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), y de la Coleccion Americana del Cultivos Tipo (ATCC). El origen y las

caracteristicas de las distintas cepas aparecen reflejados en la Tabla 6.

2.2. Reactivos

- Cristal violeta

- Galerias API (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia)
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- Discos antibioticos para antibiograma mediante difusion en placa (Oxoid,
Basingstoke, UK)

- Dodecilsulfato sodico (SDS)

- Solucion salina balanceada (BSS)

- Otros reactivos utilizados fueron de calidad analitica

2.3. Medios de cultivo

Se emplearon medios de cultivo elaborados en el laboratorio del Area de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Ledn, segin formula magistral,
mientras que en el &mbito hospitalario se utilizaron medios de cultivo comerciales,

obtenidos de distintos fabricantes.

2.3.1. Medios de cultivo elaborados

- Medio LB (Luria Bertani) empleado como medio liquido para la suspension
de las cepas liofilizadas obtenidas de la CECT.

o Composicion del medio:
= Triptonal0g
= Extracto de levadura 5 g
= NaCl10g
= Aguadestilada 11

0 Seajustéel pHa7,2.

- Medio NB (Nutrient Broth) empleado como medio solido para el crecimiento
inicial de S. epidermidis y A. calcoaceticus.

o Composicién del medio:
= Extracto de ternera5g
= Peptona 10 g
= NaClb5g
= Agarl5g
= Aguadestilada 1|

0 SeajustéelpHa?7,.2.
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Medio TSB (Tryptic Soy Broth): Empleado como medio de cultivo general en
fase liquida.
o Composicion del medio:
= Peptona de caseina 17 g
= Peptonadesoja3g
= NaCL5g
= K,HPO,2,5¢g
= Glucosa25¢g
= Agua destilada hasta 1 |
0 Seajustéel pHa7,3.

Medio TSA (Tryptone Soy Agar) como medio para el crecimiento general en
fase solida.
o Composicién del medio:
= Peptona de caseina 17 g
» Peptona de soja3 g
= NaCL5¢g
= K,HPO,2,5¢g
= Glucosa25g
= Agarl5g
= Agua destilada hasta 1 |
0 Seajustéel pHa7,3.

Medio MRSA (Man Rogosa Sharpe Agar) como medio para el crecimiento en
fase solida de bacterias acido-lacticas.
o Composicién del medio:
= Peptona de caseina 10 g
= Lab-Lemco en polvo 8 g
= Extracto de levadura 4 g
= K,HPO,2g
= Glucosa20g
= Tween 801 ml
= Acetato sddico 5 g
= Citrato triamdnico 2 g
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» MgSO4-7H,00,2 ¢

= MnSO4-4H,0 0,05 g

= Agarl5g

= Agua destilada hasta 1 |
0 Seajusté el pH a 6,2.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121° durante 15 minutos.

2.3.2. Medios de cultivo comerciales

Medio BHI (Brain Heart Infusion): Empleado como medio liquido inicial tras
el frotis conjuntival. Fue adquirido a Becton, Dickinson & Company (Franklin
Lakes, NJ, USA).

Medio Agar sangre (Francisco Soria Melguizo S.A., Madrid, Espafia): medio
general de cultivo aerobio de microorganismos.

Medio Agar chocolate (bioMérieux, Marcy [I’Etoile, Francia): medio
enriquecido para cultivo de bacterias aerobias exigentes.

Medio Agar manitol (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia): Medio selectivo
para los cocos de las familias Staphylococcaceae y Micrococcaceae.

Medio Agar MacConkey (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia): medio
selectivo de enterobacterias (las sales biliares que contiene dificultan el
desarrollo de bacterias Gram positivas y otras Gram negativas) y diferencial
(distingue entre bacterias fermentadoras o no de lactosa).

Medio Agar Schaedler (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia): medio de
cultivo general para anaerobios.

Medio Agar kanamicina-vancomicina (Francisco Soria Melguizo S.A.,
Madrid, Espafa): medio selectivo para Gram negativos anaerobios.

Medio Agar feniletanol-alcohol (Oxoid, Basingstoke, UK): medio selectivo
para anaerobios, inhibiendo anaerobios entéricos y permitiendo el crecimiento
del género Bacteroides.

Medio Agar feniletil-alcohol (Oxoid, Basingstoke, UK): medio selectivo que
inhibe a Gram negativos anaerobios facultativos y permite el desarrollo de
anaerobios estrictos.
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Medio Agar bacteroides-bilis-esculina-amikacina (Reactivos para diagnéstico
S.L., Sentmenat, Espafia): medio selectivo para bacteroides del grupo fragilis.

Agar Saboreaud (Francisco Soria Melguizo S.A., Madrid, Espafia): medio
general de cultivo para hongos.

Agar Saboreaud-cloranfenicol (Francisco Soria Melguizo S.A., Madrid,
Esparia): medio selectivo para crecimiento de hongos (el cloranfenicol inhibe
el crecimiento de bacterias y algunas especies de hongos del género Candida).

2.4. Materiales de bioadhesion

Como soporte para estudiar la adhesion y formacion de biofilms se emplearon

los siguientes materiales:

PPAD (Porex Surgical Inc, Newman, GA, USA): facilitado por el laboratorio
AJL (Mifano, Espafia), en dos formatos:

o Poroso

o Semi-liso (una superficie porosa y la otra lisa)
Silicona, de dos tipos:

o Capuchones: adquiridos a Saint-Gorain Verneret.

o Silicona de implante orbitario esférico (FCI, Paris, Francia).
Resina acrilica polimerizada en forma de placas de 10 x 10 mm, del mismo
tipo que la empleada en la fabricacion de ojos artificiales, facilitada por la
ocularista Dfia. Monica Pinotti (Valladolid).
Cristal: en forma de placas de 10 x 10 mm mediante fabricacion artesanal,
empleando para ello portaobjetos de microscopio dptico.
Acero inoxidable: en forma de laminas de 10 x 10 mm (Alfa Aesar, Heysham,
UK) facilitado por el area de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Leon.
Teflon: en forma de laminas de 10 x 10 mm (Alfa Aesar, Heysham, UK),
facilitado por el area de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad

de Leon.

También se contemplo utilizar otros materiales (conformadores oculares,

laminas de poliestireno, metales nobles), posteriormente descartados por diversos

motivos (tamafio, dificultad de la elaboracion de placas, problemas de distribucién,...).
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3. Métodos empleados en los estudios de adhesion y formacion
de biofilm.

3.1. Inoculacion inicial y condiciones generales de crecimiento

Las cepas obtenidas de la CECT y la ATCC, que se presentaban en forma
liofilizada, fueron rehidratadas en medio LB y sembradas en placas de Petri con los
medios y a las temperaturas recomendadas por la CECT y la ATCC (Tabla 7).
Posteriormente, se comprobd que estas cepas crecian adecuadamente en medio TSA a

37°C, por lo que para el resto de experimentos se empled este medio y temperatura.

Las cepas obtenidas de pacientes de la consulta de oftalmologia mediante frotis
conjuntival, se sembraron directamente en placas de Petri con TSA y se cultivaron a
37°C.

Tabla 7. Medios de cultivo y temperaturas recomendadas para las cepas obtenidas de la CECT y ATCC.

Cepa Cédigo Medio Temperatura
recomendado recomendada
Staphylococcus epidermidis CECT | CECT 231 Nutrient Broth 37°C
Acinetobacter calcoaceticus CECT 441 Nutrient Broth 30°C
Corynebacterium amycolatum CECT 4163 TSA 30°C
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 MRSA 30°C

3.2. Mantenimiento de las cepas

Las cepas descritas en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos fueron
almacenadas con el fin de mantenerlas genéticamente estables y para conservar su
viabilidad durante periodos prolongados de tiempo. Para ello, las cepas, una vez
crecidas en placas de Petri, se sembraron en medio TSB a 37° en agitacion, durante 24
horas. Posteriormente, se guardaron en viales de congelacién de 1 ml tomando alicuotas
de 500 pl de cultivo a las que se les afiadio 500 ul de glicerol puro, manteniéndose estos

viales a -80°C.

3.3. Determinacion del crecimiento bacteriano

Para determinar las curvas de crecimiento bacteriano, se tomé una alicuota de

cada una de las cepas guardadas a -80°C con glicerol y se incubaron en medio TSA
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durante 24 horas. Posteriormente, se realizd un pase a tubos inclinados con TSA vy,
después de su incubacion a 37°C durante 24 horas, las células se resuspendieron en 5 ml
de agua destilada estéril. Se ajustd la dilucion hasta obtener una concentracion celular
con densidad optica (D.0O.) a 540 nm de 1. De este preindculo se tomé 1 ml y se
depositd en un matraz de 250 ml con 50 ml de medio TSB que fue cultivado a 37°C en
agitacion. Cada 2 horas se extrajo una alicuota para determinar el crecimiento
bacteriano, midiendo por triplicado la absorbancia a 540 nm hasta las 40 horas de

incubacion, empleando un espectrofotometro Beckman, modelo DU640.

3.4. Valoracion de la capacidad de adhesion y de formacion de biofilm

3.4.1. Cinética de adhesion bacteriana

Para cuantificar en las cepas a estudio la formacion de biofilm se tomaron 100 pl
de cada una de las cepas guardadas en glicerol a -80°C, se sembraron en tubos Falcon de
50 ml con 5 ml de medio TSB y se incubaron en agitacion a 37°C hasta alcanzar el final
de la fase exponencial, establecida mediante la determinacion previa de la curva de
crecimiento de cada cepa.

A continuacion, se realizaron diluciones con agua destilada y mediciones en el
espectrofotdmetro a 540 nm hasta obtener una suspensién bacteriana D.O. 1. De esta
suspension, se inocularon 20 pl en cada pocillo de una placa de poliestireno de 96
pocillos con 180 ul de medio TSB. La placa sembrada se mantuvo a 37°C sin agitacion
durante 4, 6, 8, 12, 24, 36 y 48 horas, para establecer una curva de formacion de
biofilm, para cada cepa. Cada experimento se repitio 6 veces con cada cepa.

La cuantificacion del biofilm se realiz6 mediante el método de tincién con cristal
violeta (Danese et al., 2000) con algunas modificaciones (Torres et al., 2002; Kubota et
al., 2008; Navasa, 2009). En primer lugar se elimino el sobrenadante de los pocillos y se
lavaron tres veces cada uno de ellos con 200 pl de tampon fosfato salino (PBS)
realizado segun féormula magistral (NaCl: 8 g; KCI: 0,2 g; Na;HPO,: 1,44 g; KH,POy:
0,24 g en 1 | de H,0; ajustando el pH a 7,4 y esterilizado en autoclave a 121°C durante
15 minutos). Posteriormente, se dejé secar la placa, colocandola invertida sobre papel
secante durante 10 minutos. A continuacion se depositaron 125 ul de solucién de cristal

violeta al 0,1% en cada pocillo y se mantuvo la placa en reposo durante 30 minutos a
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temperatura ambiente. Después de eliminar el colorante, se lavé cada uno de los
pocillos con 200 ul de PBS dos veces y se dejo secar la placa, invertida sobre papel
secante, durante otros 10 minutos. Por ultimo, se afiadieron 200 ul de etanol puro para
disolver el colorante y se cuantificd la absorbancia a 570 nm en un lector de placas
microtiter Anthos 2020.

3.4.2. Cuantificacion de la adhesion bacteriana sobre diferentes

materiales

Para valorar la resistencia de diferentes compuestos a la formacion biofilm por
las bacterias de la flora conjuntival, se emplearon plaquitas de 10 x 10 mm de productos
empleados en la fabricacion de protesis oculoplasticas: PPAD poroso, PPAD semi-
poroso, silicona de implante orbitario y resina acrilica de proétesis ocular; y otros
materiales disponibles y con caracteristicas de adhesidén ya estudiadas previamente
(Navasa, 2009): acero, teflon, cristal y silicona de capuchones. Cada uno de estos 8
materiales se evalud por triplicado para una misma cepa, manipulando 24 plaquitas en
total en cada experimento. La obtencion de estos materiales aparece descrita en el

apartado 2.4 de Materiales y Métodos.

De forma previa a cada experimento, se limpid todo el material siguiendo las
indicaciones descritas por Merritt et al. (1998) con algunas modificaciones. El material
fue sonicado durante 30 minutos en agua destilada. A continuacion, se dejé secar y se
esterilizd6 mediante inmersion en etanol al 70% durante 10 minutos. Dado que varios
materiales se degradaban por el calor, se comprob6 mediante un experimento previo en
aquellos materiales esterilizables en autoclave (acero y cristal) que no existian
diferencias en cuanto a la adhesion bacteriana en funcion de si la esterilizacion del

material se realizaba con etanol al 70% o mediante autoclave.

Tras sumergir los materiales en etanol, se lavaron con agua destilada estéril y se
colocaron en una placa de poliestireno de 24 pocillos, tapada y dejandola secar durante
12 horas a 37°C. Posteriormente, se afiadié 1,9 ml de TSB y 100 ul de la suspension
bacteriana a estudiar con D.O. a 540 nm igual a la unidad, y se dejo incubar 12 horas a

37°C sin agitacion.
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Los materiales porosos (PPAD poroso y semi-poroso) tendian a flotar en el TSB,
por lo que fueron fijados al pocillo utilizando una lamina de 10 x 10 mm de parafina,
también esterilizada con etanol al 70%. Se comprobd, mediante un experimento previo
con los otros materiales que no flotaban, que la fijacion con parafina no producia
diferencias en la adhesion bacteriana. La parafina se adhiere con firmeza al poliestireno
y también a la plaquita de material, al aplicar una ligera presion.

Después del periodo de incubacién, se recogid6 1 ml del sobrenadante para
cuantificar el crecimiento bacteriano midiendo su D.O. a 540 nm. Posteriormente, se
procedié a extraer el resto del TSB de cada pocillo, evitando tocar la plaquita de
material, y por Gltimo, se extrajo cada material con pinzas estériles. Se lavaron las
células no adheridas, pero situadas en la superficie del material, con 2 ml de agua
destilada estéril y, depositando cada material en un tubo de 50 ml con 1 ml de PBS (ver
apartado 3.4.1 de Materiales y Metodos), se resuspendieron las células adheridas

agitando durante 10 segundos en un vortex a potencia suave.

A continuacién, se tomo una alicuota de 100 pl del PBS de la suspension celular
y se realizaron diluciones seriadas incubando en placas de Petri con medio TSA a 37°C
durante 12 horas. Posteriormente se hizo el recuento de UFC (Monteagudo, 2010).

El nimero de células adheridas se calculé refiriéndolo a la unidad de superficie
del material utilizado.

3.5. Estudio microscépico

El Microscopio Electronico de Barrido (MEB) proporciona imagenes de las
superficies con alta plasticidad tridimensional. Para ello, es necesario preservar la
superficie de la muestra, pues la desecacion, la presencia de artefactos o la pérdida de

orientacion nos impediran obtener un estudio correcto.
En la preparacion de las muestras se siguio el siguiente procedimiento:

1. Seleccién y recogida de la muestra: se exploraron muestras abioticas (los
materiales a estudio, descritos en el apartado 2.4 de Materiales y Métodos) y

bioldgicas (el biofilm formado por diferentes cepas bacterianas cultivadas
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sobre plaquitas de tefldn, y las muestras obtenidas de los implantes orbitarios
expuestos de tres pacientes anoftalmicos).

Limpieza de la muestra: Se realiz6 un lavado con PBS de las plaquitas de
teflén con biofilm y con BSS en el caso de los implante orbitarios expuestos.
En los materiales de bioadhesion no se realizo lavado de su superficie, ya
que fueron esterilizados.

Fijacion de la muestra: El protocolo convencional es la fijacion quimica. Las
muestras biologicas (bacterias sobre placas de teflon y protesis) se fijaron, en
primer lugar, con glutaraldehido al 2,5% en PBS durante 2 horas a 4°C. Este
producto se obtuvo a partir de una solucion comercial al 25% de
glutaraldehido grado microscopia electronica de TAAB Laboratories
(England, UK) en solucion salina tamponada con fosfatos a un pH 7,4 de
SIGMA (St. Louis, USA). Se lavaron tres veces con el mismo tampon
durante 30 minutos cada lavado. A continuacién, se postfijaron en oscuridad
y a temperatura ambiente con tetréxido de osmio al 2% de TAAB
Laboratories en PBS durante dos horas. Para finalizar, se realizaron tres
lavados de 30 minutos con el mismo PBS.

Deshidratacion de la muestra: Las muestras se deshidrataron en cadena de
etanol acuoso de Panreac Quimica (Barcelona, Espafia) a concentraciones
crecientes durante 30 minutos cada paso (30%, 50%, 70%, 90%, 3 x 96% y 3
x 100%).

Secado de la muestra: Se realiz6 siguiendo el “método del punto critico”,
mediante el cual se someti6 a la muestra a valores de presion y temperatura a
partir de los cuales la densidad del gas es la misma que la del liquido, para
pasar directamente de fase liquida a gaseosa sin limites visibles y sin fuerzas
de distorsion. En nuestro caso, se precisaba intercambiar el etanol absoluto
por un liquido en el que se alcanzara facilmente el punto critico, siendo el
CO; (31 °C y 73,8 bares) el fluido empleado. De este modo, se realizo el
secado de las muestras utilizando un desecador de punto critico modelo CPD
030 de BAL-TEC Inc. (Principado de Liechtenstein). Dado que las muestras
desecadas son muy higroscopicas, se procedio a su recubrimiento metalico
inmediatamente.

Recubrimiento metalico: la superficie de las muestras a observar en el MEB

deben ser conductoras eléctricas, a fin de evitar la formacion de cargas que
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perturben la imagen y para obtener una mejor emisién de electrones
secundarios, fundamentales en la formacion de las caracteristicas imagenes
con aspecto tridimensional. Para ello, las piezas se montaron previamente
con una cola conductora sobre soportes cilindricos metalicos, adecuados para
introducir en el MEB y se cre6 una superficie conductora utilizando un
aparato de pulverizacion catddica de atomos de oro modelo SCD 004 de
BALZERS Union Limited (Principado de Liechtenstein).

7. Obtencion de las imagenes: las muestras asi preparadas se introdujeron en el
MEB. Las imagenes digitales se obtuvieron a distintos aumentos utilizando
un MEB modelo JSM-6480 LV de JEOL (Tokio, Japdn), perteneciente al
servicio de Microscopia de la Universidad de Leon.

4. Analisis estadistico

Las variables a estudio fueron analizadas con el programa SPSS 15.0 para
Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) y los gréficos realizados con el programa
GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA).

La estadistica descriptiva de las variables cuantitativas con distribucién normal
se realizd mediante la media de las observaciones y su desviacion estandar (SD). En el
caso de no existir una distribucion normal, las variables cuantitativas se transformaron

en cualitativas, agrupando los datos en tres grupos en base a su percentil 33 y 66.

Las variables cualitativas se analizaron, en general, con el test de Chi-cuadrado
(x?). Se empleé la correccion por continuidad de Yates en aquellas tablas de
contingencia de 2 x 2 en las que y* no resultaba aplicable (al existir en la tabla de
frecuencias esperadas alguna celda con valor inferior a 1 0 mas de un 20% de las celdas
con frecuencias esperadas inferiores a 5). En el caso de no cumplirse las condiciones
para aplicar el test de y? y tratarse de tablas mayores de 2 x 2, se comprobé la
significacién estadistica analizando la correccidn por razon de verosimilitud. Se realizo
un analisis de las causas de la significacion en aquellas tablas de contingencia que,

después de aplicar el test de 2, presentaron diferencias estadisticamente significativas.
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Para el analisis de variables cuantitativas distribuidas en dos grupos se empleo el
estadistico t de Student para muestras independientes, si las varianzas se estimaban
iguales (cuando el test de Levene mostraba un valor de p del 5% o mayor). En el caso
de presentar diferencias significativas en sus varianzas se aplico el test de Welch. Para
comparar variables cuantitativas obtenidas del mismo ojo (en el caso de las cavidades
anoftalmicas con ojo protésico) se empled el test t de Student para muestras apareadas.

El estudio de variables cuantitativas distribuidas en tres 0 mas grupos, se realiz6
empleando un test de andlisis de la varianza (ANOVA) de una via (Fisher, 1925; Norton
y Strube, 1985), constatando previamente que existia homogeneidad en las varianzas
(homocedasticidad) mediante el estadistico de Levene (O'Neill y Mathews, 2002) y
realizando, posteriormente, un estudio de comparaciones mdaltiples con el test de
Bonferroni (Keselman y Leventhal, 1974). En el caso de existir diferencias
significativas en las varianzas (heterocedasticidad), se empled el test de Kruskal-Wallis,
con el andlisis de comparaciones multiples T3 de Dunnett (Kajla et al., 2014). Para
analizar la posible correlacion entre variables cuantitativas, se calcul6 el coeficiente de

Pearson.

Todos los analisis estadisticos fueron bilaterales y el nivel de significacion se
establecio en el 5%.
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1. Identificacion microbiologica de la flora conjuntival en

pacientes portadores de protesis ocular

1.1. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes incluidos

La valoracion de las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes y su
repercusion en la flora conjuntival, era uno de los objetivos de nuestro estudio. Los
datos recogidos en cuanto a edad, sexo y lado de anoftalmia de los 60 pacientes
estudiados se muestran en la Tabla 8. La edad media fue de 61,9 afios (SD: 16,4; rango:
25-89), 36 pacientes eran varones (60,0%) y 24 eran mujeres (40,0%). Respecto a la
lateralidad de la anoftalmia, 24 pacientes tenian su cavidad anoftalmica en el lado
derecho (40,0%) y 36 en el lado izquierdo (60,0%).

Tabla 8. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Caracteristicas epidemioldgicas

Afos + SD (rango)

Edad 61,9 + 16,4 (25-89)
n (%)

Sexo
Varones 36 (60)
Mujeres 24 (40)

Lado anoftalmia
Derecho 24 (40)
Izquierdo 36 (60)

En cuanto a las enfermedades sistémicas y su correspondiente tratamiento,
encontramos a 16 pacientes (26,7%) que no tomaban medicacion alguna, mientras que
los 44 restantes (73,3%) tomaban al menos un farmaco sistémico de forma habitual. Las
enfermedades mas habituales de este subgrupo fueron (por orden de frecuencia):
hipertensién arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus y depresion, quedando
recogidas el resto de enfermedades registradas en la Tabla 9.

De los 60 pacientes solo 4 (6,7%) presentaban alguna alergia a medicamentos:

antibioticos (quinolonas y amoxicilina) y AINE (metamizol y acido acetilsalicilico).
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Tabla 9. Enfermedades sistémicas registradas en los pacientes incluidos en el estudio.

Enfermedades sistémicas n (%)
Hipertension arterial 30 (50,0)
Hipercolesterolemia 14 (23,3)
Diabetes mellitus 8 (13,3)
Depresion psiquica 8 (13,3)
Hernia de hiato 6 (10,0)
Isquemia cardiaca 4 (6,7)
Artrosis 4(6,7)
Osteoporosis 3(5,0)
Hiperuricemia 3(5,0)
Hipotiroidismo 3(5,0)
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 3(5,0)
Fibrilacion auricular 2 (3,3)
Isquemia cerebral 2(3,3)
Asma bronquial 2(3,3)
Sindrome de apnea obstructiva del suefio 1(,7)
Hepatitis B 1(,7)
Hiperplasia benigna de préstata 1(1,7)
Rosacea 1(1,7)
Temblor esencial 1(1,7)
Aurtritis reumatoide 1(,7)
Sin tratamiento sistémico ni patologia conocida 16 (26,7)

1.2. Flora conjuntival en los 0jos sanos

La obtencion de material conjuntival de las cavidades anoftalmicas, su cultivo e
identificacion de los microorganismos, se realizaron siguiendo la metodologia descrita
previamente (ver apartado 1.4 de Materiales y Métodos). Las muestras se cultivaron con
el fin de aislar todos los posibles microorganismos presentes en el material conjuntival.
De ellas, se consigui6 al menos un cultivo positivo (ver apartado 4.1 de Introduccion) de
su 0jo sano en 51 pacientes (TAG: 85%), alcanzando un total de 62 cultivos positivos, e
identificando 14 especies microbianas diferentes (Tabla 10). El tiempo medio de
incubacion que se necesitd para conseguir turbidez en el medio BHI, en los cultivos
positivos, fue de 47,5 horas (SD: 35,1). Todos los microorganismos obtenidos de los
cultivos fueron bacterias aerobias o anaerobias facultativas, no aislandose hongos ni

bacterias anaerobias estrictas.
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Tabla 10. Microorganismos aislados del ojo sano.

Microorganismos n (TAE %)

SCN

Staphylococcus capitis 2(3,2)

Staphylococcus epidermidis 40 (64,5)

Staphylococcus lugdunensis 2(3,2)

Staphylococcus warneri 4 (6,5)
SCP

Staphylococcus aureus 5(8,1)
CORINEFORMES

Corynebacterium amycolatum 1(1,6)

Corynebacterium macginleyi 1(1,6)

Corynebacterium striatum 1(1,6)
MICROCOCOS

Micrococcus luteus 1(1,6)
ESTREPTOCOCOS

Streptococcus oralis 1(1,6)

Streptococcus parasanguis 1(1,6)
ENTEROCOCOS

Enterococcus faecalis 1(1,6)
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Klebsiella oxytoca 1(1,6)

Moraxella spp 1(1,6)

n: NUimero de cultivos aislados. TAE: Tasa de aislamiento por especie.

1.3. Flora conjuntival en las cavidades anoftalmicas

Los cultivos de los microorganismos presentes en los hisopos obtenidos de las
cavidades anoftdlmicas y la posterior identificacion de los mismos se realizaron del
mismo modo que para las muestras de los 0jos sanos contralaterales (ver apartado 1.4 de
Materiales y Métodos). De las cavidades anoftalmicas se tomaron dos muestras, una sin
retirar la protesis ocular, para estudiar la flora pre-protesis, y otra después de retirar
cuidadosamente la protesis ocular, empleando una ventosa, para valorar la flora retro-

protesis.

De los 60 hisopos de frotis conjuntival obtenidos sin retirar la protesis ocular,
solamente hubo 3 cultivos negativos (ver apartado 4.1 de Introduccion), obteniéndose

93 cultivos positivos e identificando 29 especies microbianas diferentes (Tabla 11).
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Tabla 11. Microorganismos aislados de la cavidad anoftalmica.

Microorganismos

Flora pre-prétesis

Flora retro- protesis

n (TAE %) n (TAE %)
SCN
Staphylococcus capitis 1(1,1) 1(1,0)
Staphylococcus capitis ureolyticus 1(1,1) 3331
Staphylococcus epidermidis 44 (47,3) 42 (43,8)
Staphylococcus hominis 0 1(1,0)
Staphylococcus lentus 1(1,2) 0
Staphylococcus lugdunensis 1(1,1) 2(2,1)
Staphylococcus schleiferi schleiferi 1(1,1) 0
Staphylococcus simulans 1(1,1) 1(1,0)
Staphylococcus warneri 2(2,2) 5(5,2)
SCP
Staphylococcus aureus 11 (11,8) 11 (11,5)
Staphylococcus intermedius 0 1(1,0)
CORINEFORMES
Corynebacterium macginleyi 1(1,1) 0
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 0 1(1,0)
Cellulomonas spp 1(1,1) 0
Dermobacter hominis 0 1(1,0)
MICROCOCOS
Micrococcus spp 1(1,1) 0
ESTREPTOCOCOS
Streptococcus acidominimus 1(1,1) 0
Streptococcus mitis 332 3331
Streptococcus oralis 6 (6,5) 5(5,2)
Streptococcus pneumoniae 1(1,1) 1(1,0)
Otros Streptococcus grupo viridans 332 4(4,2)
ENTEROCOCOS
Enterococcus faecalis 1(1,1) 1(1,0)
Enterococcus faecium 1(1,1) 0
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
Alcaligenes spp 1(1,1) 1(1,0)
Cellulomonas spp 0 0
Enterobacter intermedium 0 1(1,0)
Klebsiella oxytoca 1(1,1) 2(21)
Klebsiella pneumoniae 1(1,1) 1(1,0)
Moraxella spp 0 1(1,0)
Pseudomonas aeruginosa 2(2,2) 2(2,1)
Pseudomonas fluorescens 1(1,1) 0
Serratia liquefaciens 1(1,1) 1(1,0)
Stenotrophomonas maltophilia 2(2,2) 2(21)
Veillonella parvula 1(1,2) 0
HONGOS
Candida parapsilosis 1(1,1) 1(1,0)
Saccharomyces cerevisae 0 1(1,0)

n: NUmero de cultivos aislados. TAE: Tasa de aislamiento por especie.
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Los hisopos obtenidos de la flora retro-protésica fueron todos ellos positivos,
alcanzando los 96 cultivos e identificando 25 especies diferentes. En total se obtuvieron,

de las cavidades anoftalmicas, un total de 35 especies microbianas diferentes (Tabla 11).

La TAG fue del 95,0% para la flora pre-protesis y del 100% para la flora retro-
protesis. El tiempo medio necesario para conseguir turbidez en los tubos de BHI fue de
29,9 horas (SD: 13,1) para las muestras pre-protesis y de 27,2 (SD: 9,3) para las

muestras retro-protesis.

Como puede observarse en la Tabla 11, el grupo de microorganismos mas
abundante en la cavidad anoftadlmica fue el del género estafilococo, siendo la especie
mas comunmente aislada S. epidermidis, seguida de S. aureus. Los estreptococos y las
bacterias Gram negativas, tanto aerobias como anaerobias facultativas, aparecieron
también ampliamente representadas, en detrimento de las bacterias corineformes cuyo
aislado result6 escaso (menos de un 3% del total de cultivos). Sélo se pudo cultivar una
especie bacteriana anaerobia estricta (Veillonella parvula), y dos especies de hongos

(Candida parapsilosis y Saccharomyces cerevisae).

1.4. Comparacion de la flora conjuntival pre-protesis, retro-protesis y

del ojo sano contralateral

Una vez descritas las caracteristicas cualitativas de la microbiota identificada en
los ojos sanos y en las cavidades anoftalmicas, se procedié a la comparacion de la
microflora de los diferentes espacios conjuntivales, valorando tres parametros: tiempo
medio requerido para alcanzar turbidez en el medio BHI, composicion por grupos de

microorganismos y capacidad patogénica de estos.

1.4.1. Comparacion de la flora conjuntival en funcion del tiempo

requerido para el crecimiento microbiano

En cada paciente se registro el tiempo transcurrido desde la siembra hasta la
observacion de turbidez en el medio BHI, signo de crecimiento microbiano, para cada
una de las tres muestras (0jo sano, flora pre-prétesis y flora retro-prétesis). Para evitar
distorsionar las medias de tiempo de crecimiento, los cultivos que a los 10 dias no
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mostraron turbidez, considerados cultivos negativos, se excluyeron de este analisis
(Tabla 12).

Tras comparar los datos de los distintos espacios conjuntivales mediante el test
no paramétrico de Kruskal-Wallis, al no existir homocedasticidad (ver apartado 4 de
Materiales y Metodos), se encontrd6 una diferencia significativa en el tiempo de
crecimiento de los microorganismos de las distintas muestras (p < 0,001). La
comparacion por pares se realizé con el test T3 de Dunnett, siendo significativamente
mas lento el crecimiento de los microorganismos procedentes del ojo sano (47,5 horas)
respecto a los que se obtuvieron de la cavidad anoftalmica, tanto pre-proétesis (29,9
horas), como retro-protesis (27,2 horas); no encontrando diferencias en el tiempo de

crecimiento de los dos espacios de la cavidad anoftalmica (p = 0,493).

Tabla 12. Tiempo medio requerido para observar turbidez en el medio BHI, segln origen de la muestra.

Ti hast . CAVIDAD
crecimiento en pacientes con | 090 ANOFTALMICA 0
cultivo positivo SANO Pre - Retro -
protesis protesis
n 51 57 60
Tiempo en horas +SD 475+351 | 29,9131 27,2 49,3 <0,001**

n: NGmero de cultivos aislados. * p-valor calculado con el test de Kruskal-Wallis. **Diferencia

estadisticamente muy significativa.

Dado que la distribucion del tiempo requerido para observar crecimiento
microbiano, en las muestras de los distintos espacios conjuntivales, estaba muy alejada
de la normalidad (Figura 43), se decidio reclasificar esta variable como cualitativa,
distinguiendo dos posibilidades: crecimiento precoz, para aquellas muestras que
presentaron turbidez en las primeras 24 horas, y crecimiento tardio para los tiempos
restantes.

Asi, se realizd una comparacion entre variables cualitativas (Tabla 13),
empleando como estadistico Chi-cuadrado (x?), con lo que se simplificaba la posterior
comparacién con otras variables. Al igual que en el analisis de la Tabla 12, se obviaron

las muestras que no presentaron crecimiento.
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Tiempo requerido para observar crecimiento

150+

1004

504

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

N° de muestras

Figura 43. Distribucion, fuertemente asimétrica, del tiempo requerido para observar crecimiento en el

medio BHI. Las muestras que no presentaron crecimiento fueron excluidas.

Posteriormente, se efectué un andlisis de las causas de la significacion de la
Tabla 13, que corroboré los datos obtenidos en la Tabla 12, al no encontrarse
diferencias entre las muestras de la cavidad anoftalmica (p = 0,169), y siendo altamente
significativa la mayor proporcion de muestras de crecimiento tardio en el grupo de los

ojos sanos (p < 0,001).

Tabla 13. Comparacion de cultivos precoces y tardios segln origen de la muestra.

Ti hast . CAVIDAD
crecimiento en pacientes con| 020 ANOFTALMICA -
cultivo positivo SANG Pre - Retro -
protesis protesis
n 51 57 60
Muestras con cultivo precoz 26 45 53 < 0.001
Muestras con cultivo tardio 25 12 7 '

n: Ndmero de cultivos aislados. ® p-valor calculado con el test de Chi-cuadrado (XZ). **Diferencia

estadisticamente muy significativa.

1.4.2. la flora conjuntival por grupos de

microorganismos

Comparacion de

La comparacion de las microbiotas obtenidas de los diferentes espacios
conjuntivales, requirié de la agrupacion de los microorganismos, debido a las bajas tasas

de aislamiento de algunas especies (Tablas 10 y 11). La estratificacion de las especies
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en diferentes grupos siguio criterios fisioldgicos, fenotipicos y patogénicos, a fin de
mantener la representatividad de la flora obtenida. Se establecieron 9 grupos del

siguiente modo:

1) Dada la elevada TAE de diferentes tipos de estafilococos, se decidid crear
varias divisiones dentro de este género. En primer lugar, se estableciéo un
grupo constituido unicamente por S. epidermidis ya que fue la especie mas
frecuentemente aislada. Un segundo conjunto lo constituyeron los otros SCN
(ver apartado 3.1.1 de Introduccion) y un tercero los SCP.

2) El cuarto grupo se definié como bacterias corineformes. Bajo este término se
incluyeron diversos géneros de actinomicetales saprofitos como
Corynebacterium spp, Cellulomonas spp y Dermabacter spp, de acuerdo con
la clasificacion establecida por otros autores (Winn et al., 2008; Bernard,
2012).

3) Los micrococos, dada su escasa presencia y sus caracteristicas fisioldgicas,
se establecio en un grupo independiente.

4) El sexto conjunto agrupo a las bacterias del género Streptococcus.

5) El séptimo grupo incluyd a los cocos del género Enterococcus.

6) Los ultimos tipos de microorganismos los formaron las bacterias Gram

negativas y los hongos.

Segun esta division de microorganismos se determind, en cada uno de los
espacios conjuntivales estudiados (pre-protesis, retro-protesis y 0jo sano), el nimero de
pacientes con cultivo positivo en cada grupo (Tabla 14). De esta forma se pudo realizar
un analisis estadistico al crear una tabla de contingencia en la que se valora, para cada
tipo de microorganismos, el numero de pacientes con presencia de los mismos, en

funcion del lugar de obtencion de la muestra.

Dado que, en algunos casos, de una sola muestra de un paciente se cultivaron
diferentes cepas pertenecientes a un mismo grupo de microorganismos, los datos de las
Tablas 10 y 11 (numero de cepas identificadas en los diferentes espacios conjuntivales)
no se corresponden exactamente con los registrados en la Tabla 14 (ndmero de
pacientes con presencia de microorganismos de un grupo, segun el area conjuntival
estudiada). Asi, por ejemplo, de una Unica muestra pre-prétesis se cultivaron dos cepas

distintas de S. epidermidis, que diferian entre si en el antibiograma. También se aislaron
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dos especies de SCP (S. aureus y S. intermedius) de la muestra retro-prétesis de un
paciente, dos especies Gram negativas (Alcaligenes spp y Enterobacter intermedium) en
el espacio retro-proétesis de otro sujeto y dos especies de hongos (Candida parapsilosis

y Saccharomyces cerevisae) en la muestra retro-prétesis de un tercer paciente.

Como se puede observar en la Tabla 14, se encontraron diferencias significativas
en el nimero de pacientes con presencia de estreptococos, bacterias Gram negativas y

negatividad del cultivo entre las diferentes muestras.

Tabla 14. Nimero de pacientes con cultivo positivo en los diferentes grupos de microorganismos, en 0jos

sanos y cavidades anoftalmicas.

CAVIDAD
0JO ANOFTALMICA a
FLORA SANO Pre - Retro - P
protesis protesis
N° pacientes con cultivo positivo por
grupos de microorganismos
S. epidermidis 40 43 42 0,833
Otros SCN 8 8 13 0,358
SCP 5 11 11 0,208
Corineformes 3 2 2 0,867
Micrococos 1 1 0 0,442
Estreptococos 2 14 13 0,004**
Enterococos 1 2 1 0,786
Bacterias Gram negativas 2 10 10 0,036*
Hongos 0 1 0,442
N° de pacientes con cultivo negativo 9 0,004**

& p-valor calculado con estadistico Chi-cuadrado (XZ), aplicando la correccion por continuidad de Yates
cuando era pertinente (ver apartado 4 de Materiales y Métodos). *Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,05). **Diferencia estadisticamente muy significativa (p < 0,01). La suma de los
valores de cada columna es superior al nimero de pacientes del estudio, dado que algunos pacientes
resultaron con cultivos positivos para varias especies de diferentes grupos. De un modo similar, el nimero
de pacientes con presencia de determinados grupos de microorganismos difiere del nimero de cepas
aisladas (Tabla 11), ya que en algunos pacientes se obtuvieron varias especies pertenecientes al mismo

grupo.

Al realizar un andlisis de las causas de la significacion, se observé que no
existian diferencias significativas cualitativas entre la flora obtenida del espacio pre-
protesis y retro-prétesis (Tabla 15), y que la diferencia estadistica recaia en la flora de

los ojos sanos contralaterales, respecto a la cavidad anoftalmica.
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Tabla 15. Pacientes con cultivo positivo en los diferentes grupos de microorganismos, obtenidos de las

muestras de la cavidad anoftalmica.

CAVIDAD ANOFTALMICA
FLORA — — P
Pre - protesis Retro - prétesis
N° pacientes con cultivo positivo por
grupos de microorganismos

S. epidermidis 43 42 0,841
Otros SCN 8 13 0,230
SCP 11 11 1,000
Corineformes 2 2 1,000
Micrococos 1 0 1,000
Estreptococos 14 13 0,827
Enterococos 2 1 1,000
Bacterias Gram negativas 10 10 1,000
Hongos 1 1 1,000
N° de pacientes con cultivo negativo 3 0 0,242

& p-valor calculado con estadistico Chi-cuadrado (XZ), aplicando la correccién por continuidad de Yates

cuando era pertinente (ver apartado 4 de Materiales y Métodos).

Estas diferencias, entre ambas conjuntivas, fueron especialmente significativas
en el caso de los estreptococos, en donde se pasé de s6lo 2 pacientes con cultivo
positivo en su 0jo sano, a 14 y 13 pacientes en las muestras pre-prétesis y retro-protesis
de su cavidad anoftalmica, respectivamente. Las bacterias Gram negativas también
variaron significativamente de 2 pacientes con cultivo positivo en su ojo sano, a 10
pacientes con presencia de estos microorganismos en su cavidad anoftalmica; asi como
el nimero de pacientes con cultivos sin crecimiento, siendo 9 en las muestras de 0jos

sanos y sélo 3 pacientes en las muestras pre-protesis y ninguno en las retro-protesis.

1.4.3. Comparacion de la flora conjuntival por patogenicidad

Basandonos en los datos publicados por otros autores y en su posterior analisis
(ver apartado 1.2 de Discusion), se establecieron como especies con baja patogenicidad
los SCN, las bacterias corineformes y los micrococos, mientras que los SCP, los
estreptococos, los enterococos, las bacterias Gram negativas y los hongos se definieron
como especies de alta patogenicidad. De esta manera, se compararon, entre las
diferentes muestras, el nimero de pacientes con al menos un cultivo positivo de

especies consideradas patogenas (Tabla 16). Se comprobd una presencia mucho menor
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de especies patogenas en los 0jos sanos respecto a las cavidades anoftalmicas, siendo
s6lo 10 los pacientes con presencia de microorganismos patdgenos en su 0jo sano frente
a 30 pacientes con patdégenos en su muestra pre-protesis y 31 en la muestra retro-

protesis, con un valor de p menor de 0,001.

Tabla 16. Flora aislada, seguin grupos de patogenicidad, en ojos sanos y cavidades anoftalmicas.

NC pacientes con cultivo CAVIDAD
positivo para 03O SANO ANOFTALMICA a
microorganismos segun Pre - brotesis Retro - P
patogenicidad b ! protesis
Alta patogenicidad 10 30 31 < 0,001+
Baja patogenicidad 41 27 29 '

2 p-valor calculado con estadistico Chi-cuadrado (XZ). **Diferencia estadisticamente muy significativa.

2. Cuantificacion de la densidad microbiana conjuntival

Siguiendo el método descrito en el apartado 1.4.6 de Materiales y Métodos se
seleccionaron de forma aleatoria las muestras de 29 pacientes, en las que se midio la
absorbancia espectrofotometrica, a 540 nm, del caldo BHI a las 48 horas de la recogida
y cultivo de la muestra. De esta manera, se obtuvo una medida cuantitativa de la
densidad microbiana de la flora de las cavidades anoftalmicas, tanto de la flora pre-
prétesis (0,402 +£0,323) como retro-protesis (0,438 +0,268), y de los ojos sanos (0,213
+0,201).

Los datos obtenidos se analizaron en primer lugar mediante un test de ANOVA
de una via (Figura 44), comprobando previamente que no existian diferencias
significativas entre las varianzas mediante el test de Levene (p = 0,276). Se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos (p = 0,004). Analizando
los grupos entre si con el test de comparacion maltiple de Bonferroni, se constaté una
menor densidad dptica significativa entre las muestras obtenidas de los ojos sanos y las
muestras tomadas de las cavidades anoftalmicas, tanto de las muestras del espacio pre-
protésico (p = 0,027) como del espacio retro-protésico (p = 0,006). Estos resultados nos
indican el mayor crecimiento microbiano en las muestras procedentes de la cavidad

anoftalmica, respecto a las muestras obtenidas del ojo sano.
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Figura 44. Resultados de la medida de la absorbancia de las muestras obtenidas de 29 pacientes. ns: no
significativo. * Diferencia estadisticamente significativa (p = 0,027). ** Diferencia altamente significativa
(p = 0,006).

Posteriormente, las medidas de las D.O. de los diferentes cultivos fueron
analizadas estudiando las posibles relaciones entre ellas, empleando el test de
correlacion de Pearson. Se observd una correlacion significativa entre la D.O.
determinada en el espacio pre-protesis y retro-protesis (p = 0,034), con un coeficiente de
correlacion de Pearson de 0,394 (Figura 45A). Ademas, se constatd una dependencia
muy significativa entre la D.O. procedente de las muestras pre-protesis y la obtenida de
los cultivos de los ojos sanos (p = 0,008), presentando un coeficiente de correlacién de
0,482 (Figura 45B). Entre la D.O. retro-protesis y la D.O. de los ojos sanos no se
observo dependencia (p = 0,836).

Por ultimo, se estudio el crecimiento alcanzado (valorado como D.O. 540 nm) €N
funcién de los grupos bacterianos presentes en las muestras (ver apartado 1.4.2 de
Resultados), y en funcién de la patogenicidad de los mismos (ver apartado 1.4.3 de
Resultados). En las 87 muestras de los 29 pacientes en los que se midié la D.O. del
medio BHI a las 48 horas, se pudo comprobar que la existencia de microorganismos
considerados patogenos se asocid con una mayor D.O. (p = 0,007), aunque al analizar

cada grupo por separado esta diferencia no resulté siempre significativa (Tabla 17).
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Figura 45. A. Gréfica que expone la correlacion entre la absorbancia espectrofotométrica a 540 nm de los
cultivos pre-protesis y retro-prétesis a las 48 horas, donde se observé una correlacion significativa (p =
0,034), con un coeficiente de correlacidn de Pearson de 0,394. B. Correlacion entre la D.O. de los cultivos
pre-protesis y de las muestras de los ojos sanos. La relacion entre ambas variables resultd

estadisticamente muy significativa (p = 0,008), presentado un coeficiente de correlacién R de 0,482.

Tabla 17. Absorbancia espectrofotométrica (D.O. 540 1m) de las muestras segin grupo de microorganismos

presentes y patogenicidad de los mismos.

., Muestras con Muestras sin
D.O. en funcién de la S .
. crecimiento del crecimiento del
presencia de los grupos de
. ; grupo de grupo de
microorganismos . . . .
microorganismos microorganismos a0
Grupo de microorganismos n D.0. Media n D.0. Media
+SD +SD
S. epidermidis 64 0,393 +£0,294 23 0,235+0,217  0,021*
Otros SCN 12 0,254 +0,156 75 0,367 £0,297 0,204
SCP 14 0,475 +0,326 73 0,327 £0,271 0,075
Corineformes 3 0,158 +0,196 84 0,358 +0,285 0,233
Micrococos 1 0,09%=x - 86 0,354 +0,284 -
Estreptococos 17 0,419 +0,225 70 0,335+0,295 0,276
Enterococos 4 0,547 +0,667 83 0,342 +0,257 0,582
Bacterias Gram negativas 10 0,458 +0,282 77 0,337 £0,283 0,207
Hongos 2 0,777 +,0127 85 0,341+0,279  0,031*
Microorganismos patégenos 37 0,444 +0,326 50 0,281+0,227  0,007**

n: NUmero de muestras. * p-valor calculado con estadistico t de Student, cuando resultaba pertinente (ver
apartado 4 de Introduccién). *Diferencia estadisticamente significativa. **Diferencia estadisticamente
muy significativa. La suma de las muestras de los grupos de microorganismos patdgenos es superior a las
muestras con microorganismos patogenos, al existir, en algunos casos, varias especies patdgenas de
distintos grupos en una misma muestra.
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Asi, aunque las muestras con crecimiento de otros SCN diferentes de S.
epidermidis, al igual que las muestras con presencia de bacterias corineformes o con
micrococos, presentaron una menor D.O. que las muestras en ausencia de estos
microorganismos de baja patogenicidad, las diferencias no resultaron estadisticamente
significativas. Ademas, se observo que la presencia de S. epidermidis se asocié con un
incremento significativo de la D.O. (p = 0,021), al contrario que los otros grupos

considerados de baja patogenicidad.

Estas discordancias también se encontraron en los grupos de microorganismos
definidos como patdgenos, donde el crecimiento de hongos si se relacioné con una D.O.
significativamente mayor (p = 0,031), mientras que en el caso de los SCP,
estreptococos, enterococos y bacterias Gram negativas, aunque presentaron una mayor

D.O., ésta no fue significativa estadisticamente.

3. Factores modificadores de la flora conjuntival

Uno de los objetivos de nuestro estudio fue determinar posibles factores
modificadores de la flora conjuntival. Para ello se contrastaron diferentes variables
(caracteristicas de los pacientes, de su cavidad anoftdlmica y de su protesis ocular) con
los datos cualitativos y cuantitativos de la flora conjuntival (Tabla 18), tanto de la

cavidad anoftdlmica como del ojo sano contralateral.

Los datos cualitativos de la microbiota estudiados fueron: la precocidad en la
turbidez de los cultivos (ver apartado 1.4.1 de Resultados), la falta de crecimiento en las
muestras (ver apartado 4.1 de Introduccion), y las especies aisladas, distribuidas en
grupos de microorganismos (ver apartado 1.4.2 de Resultados) y en grupos de

patogenicidad (ver apartado 1.4.3 de Resultados).

El andlisis cuantitativo de la flora se realiz6 con los datos del crecimiento celular
de las muestras de los 29 pacientes, seleccionados de forma aleatoria, en los que se
analizo la D.O. s40 nm del medio BHI a las 48 horas de incubacion (ver apartado 2 de

Resultados).
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Tabla 18. Variables evaluadas, tanto de los pacientes como de las muestras de flora conjuntival, para

estudiar los factores modificadores de la flora conjuntival.

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

VARIABLES EVALUADAS

Caracteristicas
epidemiolégicas

dEdad
Sexo

Enf. Sistémicas

Ausencia de enfermedad sistémica
Hipertension arterial
Hipercolesterolemia

Diabetes mellitus

Depresion

Alergias conocidas a medicamentos

Lado de anoftalmia

Traumatismo

Estado actual
de la cavidad
anoftalmica

sistema lagrimal

Antecedent Causa de anoftalmia | Endoftalmitis
ne(raggnzlne Ses Otra causa
8 - ® Tiempo de anoftalmia
e pérdida - L L
Tipo de procedimiento quirdrgico
ocular - -
Presencia de implante
Caracteristicas Implante orbitario | ® Tamafio
de la cavidad Material
anoftalmica Estado del Epifora

Obstruccién de la via lagrimal

Inflamacion de la
cavidad anoftalmica

Presencia de moco
Hiperemia conjuntival

Tratamientos
topicos de la
cavidad
anoftalmica

Ausencia de tratamiento topico
Suero salino fisioldgico
Lubricantes oculares

Colirios antibioticos

Caracteristicas de
la protesis ocular

® Antigiiedad de la prétesis ocular
Primera protesis empleada
Grado de manipulacion de la protesis
Método de lavado de la protesis

CARACTERISTICAS DE LA FLORA

VARIABLES EVALUADAS

Crecimiento cualitativo

Crecimiento precoz en caldo BHI
Crecimiento de microorganismos

Grupos de
microorganismos

S. epidermidis

Otros SCN

SCP

Corineformes
Micrococos
Estreptococos
Enterococos

Bacterias Gram negativas
Hongos

Presencia de flora patégena

Crecimiento cuantitativo

# Absorbancia espectrofotométrica

® Variables cuantitativas. ® Variables cuantitativas reconvertidas a cualitativas por presentar una
distribucion alejada de la normalidad (ver apartado 3.2.3 de Resultados). El resto de las variables
evaluadas fueron cualitativas dicotdmicas.
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3.1. Caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes

3.1.1. Edad

Cuando se analizé la posible influencia de la edad del paciente sobre la flora
conjuntival, se observd que los sujetos con presencia de microorganismos en el 0jo sano
eran significativamente mayores (p = 0,044) respecto a los pacientes con cultivo
negativo (63,7 afios £16,4 frente a 51,9 afios +12,8), aunque en las muestras del espacio
pre-prétesis no se confirmo este hallazgo (Tabla 19). También se observo una edad
significativamente mayor (85,0 afios £0,7) en los dos pacientes con estreptococos en su
0jo sano, respecto a los pacientes sin estreptococos en esa localizacion (61,1 afios
+16,1), aunque al igual que en el caso anterior, las muestras obtenidas de la cavidad
anoftalmica no mostraron esta diferencia. El resto de variables cualitativas de la flora no
se relacionaron con la edad (Tabla 19), asi como tampoco se observé una correlacion

entre la edad y la densidad microbiana medida como absorbancia espectrofotométrica.

3.1.2. Sexo

El estudio de las variables cualitativas y cuantitativas de la flora conjuntival
(Tabla 18), no mostro diferencias significativas en las caracteristicas de la microbiota

entre hombres y mujeres.

3.1.3. Enfermedades sistémicas

Se confrontaron los datos de flora conjuntival, tanto cualitativos como
cuantitativos, con las caracteristicas de los pacientes respecto a sus enfermedades
sistemicas, considerando: personas sanas (sin patologias conocidas y ausencia de
tratamientos sistémicos), pacientes con hipertension arterial, con hipercolesterolemia,
diabéticos, con depresion, o alérgicos a algun medicamento, con los de los pacientes que
no presentaban estas condiciones (Tabla 18). No se observé asociacion estadisticamente
significativa entre las variables de enfermedades sistémicas, tanto en la flora conjuntival
obtenida de los ojos sanos como de las cavidades anoftdlmicas, respecto a la
absorbancia espectrofotométrica (D.O. 540 nm) de las muestras (ver apartado 1.4.6 de

Materiales y Métodos).
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La comparacion de variables cualitativas de enfermedades sistémicas y grupos
de microorganismos supuso la realizacion de 216 tablas de contingencia, de las cuales,
solo dos resultaron estadisticamente significativas. Se encontrd una menor presencia de
estreptococos en la flora retro-prétesis de los pacientes con tratamientos sistémicos (p =
0,032), asi como una menor presencia de estas mismas bacterias en la flora pre-protesis
de los pacientes sin hipercolesterolemia (p = 0,020), cuya relevancia sera discutida
posteriormente (ver apartado 3.1 de Discusion).

3.2. Caracteristicas de la cavidad anoftalmica

Otro de los aspectos a valorar fue la influencia que podrian tener las
caracteristicas de la cavidad anoftalmica sobre la flora conjuntival. Se estudiaron
diferentes aspectos de la cavidad anoftalmica como: antecedentes personales de pérdida
ocular (lado, etiologia, tiempo transcurrido desde la intervencién, tipo de procedimiento
quirdrgico y presencia 0 no de implante orbitario), estado actual de la cavidad
(presencia de epifora, obstruccion de la via lagrimal, inflamacion de la cavidad o

presencia de moco) y tratamientos topicos empleados en la cavidad (Tabla 18).

3.2.1. Lado de la anoftalmia

En el estudio de la flora en funcion del lado de la anoftalmia, se observé un
incremento de bacterias patdgenas en las muestras pre-prétesis de las cavidades
anoftalmicas izquierdas (22/30) respecto de las derechas (8/30) (p = 0,035). Analizando
por tipos de microorganismos, se observo que era el grupo de los estreptococos el que
aparecia con mayor frecuencia en las cavidades izquierdas (12/14), en el espacio pre-
protesis (p = 0,025). El resto de variables cualitativas de la flora no se relacionaron
significativamente con el lado de anoftalmia. En relacion con el crecimiento bacteriano
(valores de absorbancia), no se observé una diferencia significativa entre las muestras

obtenidas de la conjuntiva del lado derecho o izquierdo.

3.2.2. Causa de la anoftalmia

Respecto a las causas que provocaron la anoftalmia, se diferenciaron los

pacientes segun la etiologia de la pérdida del globo ocular y se compar6 con la flora
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conjuntival. Se valoraron tres posibles causas: traumatismo (29/60), endoftalmitis
(16/60) u otra patologia (15/60), como desprendimiento de retina o glaucoma avanzado.
Se apreci6 que los pacientes con antecedente de perdida ocular por endoftalmitis tenian
una presencia significativamente mayor de estreptococos en su flora retro-prétesis (p =
0,032). Entre las otras variables, tanto cualitativas como cuantitativas de la flora ocular,

no se encontrd ninguna relacion significativa con la causa de la anoftalmia.

3.2.3. Tiempo de anoftalmia

Al analizar la repercusion, sobre la flora conjuntival, del tiempo transcurrido
desde la cirugia de extirpacion del globo ocular, se observé que éste presentaba una
distribucion muy asimétrica (Figura 46), por lo que se dividio la antigliedad de las
cavidades anoftalmicas en tres grupos: a) cirugias realizadas entre 0 y 3 afios (24/60), b)
cirugias realizadas entre 4 y 20 afios (16/60), y c) cirugias realizadas hace 21 afios 0 mas
(20/60).

Distribucion de las variables tiempo

250001 -
200004

15000+

Tiempo (Dias)

10000+

5000+

T. Anoftalmia T. Anti'gUedad

Figura 46. Representacion en box-plot del tiempo transcurrido desde la intervencion quirdrgica (tiempo
de anoftalmia) y del tiempo de antigiiedad de la prdtesis ocular. En ambas variables, la linea en el interior
de la caja, que representa la posicion de la mediana, se encuentra muy préxima al borde inferior de la caja
(percentil 25) y al extremo inferior (valor minimo). Debido a esta distribucion muy alejada de la

normalidad, se decidio estratificar estas variables en tres periodos de tiempo.
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De esta manera, se pudo comprobar una mayor presencia de las bacterias
patdgenas en la flora pre-protesis de los pacientes intervenidos hace 21 afios 0 mas (p =
0,022). Estudiando por grupos de microorganismos, nuevamente fue el grupo de los
estreptococos los que aparecieron con mayor frecuencia en la flora pre-protesis de los
pacientes intervenidos hace mas tiempo (p = 0,001). En el resto de variables cualitativas
y en el crecimiento bacteriano, medido por D.O. de las muestras, no se encontraron

diferencias significativas.

3.2.4. Tipo de procedimiento quirurgico

Segun el procedimiento realizado para extirpar el globo ocular, los pacientes del
estudio se dividieron en eviscerados (55/60) y enucleados (5/60). En este caso no se

encontrd diferencia significativa respecto a la flora, ni cualitativa ni cuantitativa.

3.2.5. Presencia de implante orbitario

Uno de los objetivos principales de nuestro trabajo, fue valorar la posible
influencia del implante orbitario en la microbiota conjuntival. Los resultados de la
comparacion entre las diferentes variables, cualitativas y cuantitativas, se muestran en la
Tabla 20. En los pacientes sin implante orbitario (27/60) se constaté un mayor nimero
de cultivos de bacterias patdgenas, tanto en la flora pre-protesis (p = 0,004) como retro-
protesis (p = 0,035). En el anélisis por grupos de microorganismos, se determind un
mayor nimero de cultivos de estreptococos, tanto en las muestras pre-protesis (p =
0,004) como retro-protesis (p = 0,047). Con el resto de variables de la flora, no se
encontraron diferencias significativas entre la presencia o0 ausencia de implante

orbitario.

También se estudié si el tamafio o el material del implante ejercia alguna
modificacion en la flora. Los implantes de los 33 pacientes portadores eran esféricos,
siendo mayoritariamente de PPAD poroso (30/33), y los restantes de silicona (3/33). Se
apreciaron cuatro tamafios diferentes de implantes en funcion de su diametro: 16 mm
(1/33), 18 mm (10/33), 20 mm (8/33) y 22 mm (14/33). Para facilitar el analisis
estadistico, se decidid agrupar los tamafios en tres tipos, segun su didmetro: a) de 18
mm o menor, b) de 20 mm y c) de 22 mm. Asi se consiguio una variable cualitativa,

referida al tamafio del implante.
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Se observo una mayor presencia de bacterias Gram negativas entre los pacientes
portadores de implantes de 20 mm, coincidiendo exactamente en las proporciones los
datos de la flora pre-protesis y retro-protesis. Asi, los pacientes con presencia de
bacterias Gram negativas en su cavidad anoftalmica e implantes de 20 mm (4/8), fueron
significativamente mas numerosos (p-valor: 0,008) que los que tenian implantes
menores (0/11) o mayores (1/13). El resto de variables analizadas no se relacionaron

con el tamafo.

Respecto al material del implante, no se encontr6 asociacion estadistica con las
variables cualitativas de la flora. Sin embargo, se observé que el crecimiento bacteriano
a las 48 horas de las muestras pre-proétesis era significativamente mayor (p = 0,026) en
los tres pacientes con implante de silicona (0,703 0,155) respecto a los once con
implante de PPAD (0,287 +0,266). Un resultado equivalente se obtuvo con las muestras
tomadas de los ojos sanos, donde la densidad microbiana en los pacientes con implante
de silicona (0,617 £0,063), respecto a los portadores de implantes de PPAD (0,127

+0,160), resultd ser muy superior (p-valor < 0,001).

3.2.6. Epifora y obstruccion de la via lagrimal

A los pacientes que referian epifora en la encuesta de tolerancia de la protesis
ocular (ver apartado 1.3.2 de Materiales y Métodos) se les explord la permeabilidad de
la via lagrimal de su cavidad anoftalmica, mediante sondaje e irrigacién con suero

fisioldgico.

De los 14 pacientes que referian epifora en su cavidad, s6lo 8 presentaron
obstruccion de la via lagrimal. La unica diferencia significativa en las caracteristicas
cualitativas de la flora se encontré en el hecho de que todos los pacientes con epifora
presentaron cultivos pre-protesis positivos para S. epidermidis (p = 0,019). Respecto a
los cambios cuantitativos de la flora, se constaté un incremento en el crecimiento
microbiano (absorbancia espectrofotométrica) en las muestras de las cavidades
anoftalmicas de los pacientes con obstruccion de la via lagrimal, tanto en la flora pre-
protesis (p = 0,032) como retro-prétesis (p = 0,002). De un modo similar, en los
pacientes con epifora se observé un incremento de la absorbancia en las muestras retro-
prétesis (p = 0,019), aunque en las muestras pre-prétesis no se alcanzo la significacion
estadistica (p = 0,084).
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3.2.7. Inflamacién de la cavidad anoftalmica

Para valorar el grado de inflamacién de la cavidad, se consideraron dos
variables: el grado de hiperemia de la conjuntiva (ver apartado 1.3.3 de Materiales y
Métodos) y la presencia o ausencia de moco en el momento de la recogida. Estas dos
variables se mostraron relacionadas entre si (p < 0,001), de modo que los pacientes que
no tenian moco en su cavidad anoftalmica en el momento del frotis conjuntival,
presentaban menos hiperemia en la conjuntiva. Tanto la hiperemia como la presencia de
moco en la cavidad anoftalmica se relacionaron con la flora, pero no de la cavidad, sino
del ojo sano contralateral. Asi, los pacientes con presencia de moco en su cavidad
anoftalmica (28/60) presentaron todos sus cultivos del ojo sano positivos para algin
microorganismo (p = 0,007), y los pacientes con conjuntivas hiperémicas (17/60),
presentaron un mayor numero de cultivos positivos para microorganismos patdgenos en
la flora de sus ojos sanos contralaterales (p = 0,040). En los 29 pacientes en los que se
midié la D.O. s4 nm del caldo de cultivo a las 48 horas, se observé una mayor
absorbancia en los ojos sanos de los pacientes con presencia de moco en su cavidad
anoftalmica (p = 0,037).

La Unica variable de inflamacion de las cavidades anoftalmicas que se relaciond
con la modificacion de la flora de la cavidad, fue la mayor proporcién de cultivos de
crecimiento tardio (7/17) en las muestras pre-protesis de los pacientes con hiperemia en
su cavidad, siendo esta significativamente mayor (p = 0,038), respecto a los que no

mostraban hiperemia (5/40).
3.2.8. Tratamientos topicos empleados en la cavidad anoftalmica

Otro parametro que se valord, fue el tratamiento tdpico habitual de la cavidad
anoftdlmica de los pacientes estudiados, en el ultimo mes, considerando distintos
factores: (I) si no utilizaban tratamiento (34/60); (1) si empleaban Gnicamente suero
fisioldgico (6/60), en forma de lavados de una a tres veces al dia, sin retirar la protesis
ocular; (I11) si empleaban lubricantes (11/60), como lagrimas artificiales o aceite de
ricino; (IV) o si empleaban colirio antibidtico (9/60), siendo este uso, en todos los casos,
autoprescrito.
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Entre las variables cualitativas de la flora, s6lo se encontro relacion con el uso de
lubricantes oculares en la cavidad anoftalmica, asocidndose a un incremento de cultivos
de bacterias corineformes en la flora pre-protesis (p = 0,035), asi como a un aumento de

otros SCN diferentes de S. epidermidis en el ojo sano (p = 0,046).

Respecto a la cuantificacion de la flora por absorbancia espectrofotométrica,
Unicamente se observé una mayor D.O. en las muestras pre-protesis de los pacientes que
empleaban antibidticos tdpicos, pasando de 0,302 +0,231 en los 20 pacientes que no
empleaban antibioticos, a 0,553 £0,251 en los 9 que si lo utilizaban (p = 0,014).

3.3. Caracteristicas de la protesis ocular en relacion a su cuidado

Para determinar el impacto sobre la flora de la prétesis ocular, se estudiaron
diferentes aspectos relacionados con el mantenimiento de la misma. Se considerd la
antigliedad de la prétesis, el hecho de que se tratase de la primera protesis ocular que
empleaba el paciente, la frecuencia de lavado y el método de limpieza habitual.

3.3.1. Antiguedad de la protesis ocular

Debido a la distribucion asimétrica de la antigiiedad de la protesis empleada por
cada paciente (Figura 46), se transformd esta variable continua en una variable
categorica, estableciendo tres grupos: a) pacientes cuya protesis tenia hasta un afio de
uso (24/60), b) pacientes con proétesis de entre 2 y 4 afios (16/60), y pacientes que
empleaban protesis con 5 afios 0 mas antigliedad (20/60). También se valord, en cada
paciente, si la protesis actual era su primera protesis o si ya habia utilizado otras protesis

anteriormente.

En ningun caso se encontraron diferencias significativas, ni cualitativas ni en el
crecimiento microbiano medido por absorbancia espectrofotométrica, respecto a la flora
en relacién con la antigliedad de la protesis o por ser la primera protesis ocular utilizada.

3.3.2. Frecuencia y método de lavado de la protesis ocular

Como en el caso del tiempo de anoftalmia o de la antigliedad de la protesis, la

frecuencia con la que cada paciente extraia la prétesis ocular para su limpieza
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presentaba una distribucion muy alejada de la normalidad. Por ello, se establecieron dos
grupos de pacientes: aquellos que extraian la proétesis al menos cada 7 dias (32/60) y
aquellos que retiraban la protesis para su limpieza a intervalos méas prolongados (28/60).
Se observd un mayor nimero de pacientes con cultivos de bacterias patdgenas en las
muestras pre-prétesis entre aquellos que extraian la protesis cada 7 dias 0 menos (p =
0,038), sin que se pudiera establecer una predominancia de ningun grupo de
microorganismos patdgenos. Ademds, también se encontrd un mayor crecimiento
bacteriano (D.O. s4 nm) €n las muestras pre-protesis de los pacientes con mayor
frecuencia de extraccion de la protesis ocular respecto a los que la retiraban con menos
asiduidad (p = 0,001).

Respecto al método de lavado de la protesis, la mayoria de los pacientes
empleaban simplemente el lavado convencional con agua y jabén de manos (44/60),
respecto a otros métodos de limpieza como jabones neutros o soluciones limpiadoras de
lentes de contacto. En cualquier caso, no se encontraron diferencias significativas en la

microbiota conjuntival, ni cualitativas ni cuantitativas.

4. Factores en relacion con la tolerancia subjetiva de la

proétesis ocular

Entre los objetivos principales de nuestro trabajo se planificé estudiar los
factores que pudieran modificar el grado de confort del paciente anoftalmico, respecto a
su protesis ocular. Asi, se clasifico la tolerancia subjetiva como buena (32/60), regular
(18/60) o mala (10/60), en funcidn de la encuesta facilitada a los pacientes (ver apartado
1.3.2 de Materiales y Métodos). Al establecer tres posibles niveles de tolerancia, si
alguna comparacion resultaba significativa, seria necesario realizar un analisis de las
causas de la significacion, para determinar entre qué grupos se establecia la diferencia
(ver apartado 4 de Materiales y Métodos), por lo que se decidié estudiar también la
tolerancia en dos grupos de dos niveles: tolerancia buena versus tolerancia regular o

mala, y tolerancia buena o regular versus tolerancia mala (Tabla 21).

Asi, todas las variables en relacion con las caracteristicas de los pacientes (Tabla

18), se compararon con la tolerancia subjetiva de cada paciente a su protesis ocular,
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posponiendo el estudio de la relacion entre la tolerancia y la flora conjuntival para el
apartado 5 de Resultados.

4.1. Caracteristicas epidemiologicas de los pacientes

Segun se indica en la Tabla 18, las caracteristicas epidemioldgicas analizadas en
los pacientes incluyeron la edad, el sexo y la presencia de enfermedades sistémicas. Los
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas tras analizar estas variables

respecto a la tolerancia subjetiva de la protesis ocular.

4.2. Caracteristicas de la cavidad anoftalmica

Los antecedentes en relacion con la pérdida del globo ocular, como el lado de la
anoftalmia, la causa de la misma, el tiempo transcurrido, el tipo de intervencién
quirdrgica, la presencia de implante orbitario, asi como el tamafio y material de
fabricacion de éste, no mostraron relacion con la tolerancia de la protesis ocular. Por el
contrario, si se encontro relacion entre la tolerancia y las variables referidas al estado

actual de la conjuntiva y el uso de tratamientos topicos.

En la Tabla 21 se aprecia como 13 de los 17 pacientes que presentaban
conjuntivas hiperémicas refirieron una tolerancia regular o mala, mientras que los
pacientes sin hiperemia conjuntival manifestaron, en general, una tolerancia buena
(28/43). Esta diferencia fue estadisticamente relevante (p = 0,004). Ademas, se encontrd
una diferencia significativa (p = 0,010) entre los pacientes con presencia de moco,
quienes referian, en general, una tolerancia regular o mala (18/28), y los pacientes sin

mucosidad, quienes manifestaron, sobre todo, una tolerancia buena (22/32).

Respecto al uso de tratamientos tdpicos, los pacientes que no utilizaban
tratamiento presentaron una buena tolerancia (22/34), de forma significativa (p =
0,043). En cuanto al resto de tratamientos, incluidos los colirios antibidticos, no

mostraron diferencias significativas en relacion con la tolerancia.

162



Resultados

"eAITROLIUGIS

Anw 8JUBWIBDIISIPRISE BIOUBIBJQ +x BAIRILLIUBIS 8)UsWednSIpeIsa eloualajlg « "(SOPOIBIN A Sojelsle|N ap ¢ opeuede UsA) SaleA 8p Pepinuiuod
Jod u019931109 €] gajdwa as ‘seleq sepeladsa SeIoUSNIAIL SeUN UNSIXS 9P 0Sed UJ .Nx 0211SIPBISA |8 U0 Ope[ndfed JojeA-d , "sauaioed ap OJBWNN :U

000'T L L€ 0.£'0 6T 14 899'0 L 45 14 S159104d €] 8 [RUOIOUSAUOD OpeAER™]
8T¥'0 L 14 xx600'0 0c 45 *T€0'0 L €T 4) sise10.d e 8p sjuandaiy ugloendiueiy
1e|noo s1sa10.4d
B| 9ap opepInd |ap Sajgelien
2ee0 € 9 9600 L 4 L0T0 € 14 4 SO2NQIqRUE SOLI|0J 8p 0SN
1650 € 8 2950 9 S 8090 € € S S$8J8|NJ0 S3juedLIgN| 8p 0SN
¥95°0 0 9 000°T € € LE2'0 0 € € 02160]0Isl} OUl[es 04aNs 3P OSN
ST¥'0 14 0¢ *€¥0'0 4} 44 L2T'0 14 8 44 001d0) ojuBILIEIRL) BP BIDUBSNY
002'0 S ZT x700'0 €T 14 *¥T10'0 S 8 14 [eAnunfuod ejwaiadiH
€020 L |14 *0T0'0 8T 0T *7€0'0 L 1T 0t 020w 3p BIdUSSId
veCo € g 000'T 14 14 912’0 € T 14 [ewBey A €] 3P UQIOONISAO
6€€0 14 (o) T€T0 6 S 9G¢'0 14 S S elojid3g
or=v | @5 G | ee=w =) | G1=1) | @£=u)
d, m_uwMM_S mwomeMMH d, Mm_whw_w_w m_MU_MH%_S d, m_oﬂwm_g m_h%:_mhw_._s m_wmw.qmg_g e BOIW[gHOUE pEpIARD
uoo " oo oo uod uos uos uo9 | 9P Sajenide sealjsiislie.ded
SalusIoed sa1Ua19ed sa1Ua19ed sajualoed SEIUE] K| Sajualoed SEIUE] K| Se| 9p So|gelden

S9J9AIU Z U3 BIouR]0 |

S9[aAIU Z UB BIoURI3|0 |

S9JaAIU € Ua eAnalgns eloueaa|o

*1e[nao s1s8104d &) ap opepIng [ap A ealweloue

PEPIARD B| 9P S8[EN]oe SLDIIS|I8)0BIRD SB| U0J SepeuoIoR|al Sa|qelieA Se| ap Jejnao sisa10.d ] ap RIOURIS|0) B] 81GOS RIOUBN|IUI B] 3P SISIfeuy Tz B|e.L

163



Resultados

4.3. Cuidados de la protesis ocular

Con respecto a la frecuencia de extraccion y limpieza de la protesis ocular, se
observo una diferencia muy significativa en la tolerancia de la misma, ya que una menor
manipulacion (extraccién en periodos superiores a una semana) Se asoci0 a una
tolerancia buena (p = 0,009). El resto de variables relacionadas con el cuidado de la
prétesis (su antigiedad, ser la primera protesis empleada, o el método de lavado

utilizado), no mostraron diferencias significativas.

5. Influencia de la flora conjuntival en la tolerancia de la

proétesis ocular

La relacion de la flora microbiana con la tolerancia subjetiva de la prétesis
ocular (ver apartado 1.3.2 de Materiales y Métodos), se analizé de un modo similar al
empleado para comparar las caracteristicas del paciente y la tolerancia a la protesis (ver
apartado 4 de Resultados). Las variables empleadas para describir las caracteristicas de
la flora (Tabla 18), de los tres tipos de muestras (0jo sano, pre-protesis y retro-proétesis),
se compararon con la tolerancia. Esta fue clasificada inicialmente en tres niveles: buena
(32/60), regular (18/60) o mala (10/60), y posteriormente, agrupando las categorias en
tolerancia buena o regular (40/60) y mala (10/60); y también como buena (32/60) y
regular o mala (28/60), como se expone en la Tabla 22. La flora retro-prétesis fue la que
con mas claridad se relaciond con la tolerancia, por lo que se decidio representar los

datos de su analisis (Tabla 22).

Tras el estudio estadistico, se observd que la existencia de microorganismos
patogenos en la cavidad anoftalmica se relacionaba con una mala tolerancia a la protesis
ocular, tanto la presencia de los mismos en la flora pre-prétesis (p = 0,038) como, de
forma muy significativa, en la retro-prétesis (p = 0,003). Analizando por grupos de
microorganismos, se aprecié que la existencia de bacterias Gram negativas en las
muestras retro-protesis se asociaba fuertemente con una tolerancia clasificada como
mala (p = 0,008), asi como la presencia de Gram negativos en los cultivos procedentes
de los ojos sanos (p = 0,024). Entre los otros grupos de microorganismos clasificados

como patdgenos, de los diferentes espacios conjuntivales, no se encontrd asociacion.
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El dnico tipo de microorganismos que se asocié con una tolerancia buena de la
prétesis ocular fue el grupo de los otros SCN, excluido S. epidermidis, en las muestras

retro-protesis (p = 0,011).

Finalmente, en la cuantificacion del crecimiento microbiano, valorado como
absorbancia espectrofotométrica a 540 nm, se aprecié una D.O. significativamente
mayor (p = 0,005) en las muestras pre-prétesis de los pacientes con tolerancia mala
(0,664 £0,250), frente a aquellos con tolerancia buena (0,289 +£0,196) o regular (0,359
+0,263), no alcanzandose la diferencia estadistica en las medidas de los cultivos retro-

protesis (p = 0,060), como puede apreciarse en la Tabla 22.

6. Sensibilidad antibiotica de las bacterias de la flora

conjuntival

Para determinar la sensibilidad a diferentes antibioticos de las bacterias aisladas
de los 60 pacientes objeto de estudio, se utilizd la técnica del antibiograma. En nuestro
caso, se utilizaron dos sistemas de antibiogramas: paneles MicroScan y discos de
difusion en placa (ver apartado 1.4.4 de Materiales y Métodos), que se emplearon
siguiendo las recomendaciones del CLSI de 2010 y 2011 para cada especie bacteriana.
En todas las especies de estafilococos se emple6, como método de antibiograma, el
panel MicroScan numero 31. En las bacterias corineformes, los micrococos y los
estreptococos se emplearon antibioticos en discos de difusion en placa, seleccionando el
antibidtico para cada especie en funcion de las directrices establecidas por el CLSI. En
los enterococos se empled el panel MicroScan numero 32, y para las bacterias Gram
negativas los paneles 53 y 54, en funcion de si el microorganismo era fermentador o no,

respectivamente.

De esta manera, no se emplearon los mismos antibioticos en todas las especies
aisladas ni dentro de cada grupo de bacterias. Por este motivo, se determind el
porcentaje de evaluaciéon de cada antibidtico respecto al tipo de microorganismos (ver
apartado 1.4.2 de Resultados), dividiendo el nimero de cepas de ese grupo, en las que
se estudio un determinado antibidtico, entre el nimero total de cepas obtenidas en dicho
grupo (Tabla 23).
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Tabla 23. Porcentaje de realizacién de antibiograma segun la evaluacion de cada antibiético en cada

grupo bacteriano.

o Grupos de bacterias
Antibidtico

| 1 1] v Vv VI VIl VI
Ciprofloxacino 100 100 100 0 0 0 100 78
Levofloxacino 100 100 100 86 100 100 100 100
Gentamicina 100 100 100 100 100 0 0 100
Tobramicina 100 100 100 0 50 0 0 100
Amikacina 100 100 100 0 50 0 0 100
Acido Fusidico 100 100 100 86 0 0 0 0
Cloranfenicol 0 0 0 86 50 100 0 100
Eritromicina 100 100 100 100 100 100 100 0
Clindamicina 100 100 100 86 100 86 75 100
Rifampicina 100 100 100 86 100 100 0 100
Vancomicina 100 100 100 100 100 100 100 0
Penicilina 100 100 100 100 100 100 100 35
Amoxi./Clav. 100 100 100 0 100 0 0 57
Oxacilina 100 100 100 0 0 66 0 0
Ampicilina 0 0 0 71 50 100 100 52
Piper./Tazo. 0 0 0 0 0 0 0 100
Cefoxitina 0 0 0 0 50 0 0 52
Cefuroxima 0 0 0 0 50 0 0 48
Cefotaxima 0 0 0 86 50 100 0 52
Ceftazidima 0 0 0 0 0 0 0 96
Cefepime 0 0 0 0 0 0 0 74
Imipenem 0 0 0 100 0 0 0 100
Meropenem 0 0 0 0 0 0 0 100
Aztreonam 0 0 0 0 0 0 0 78
Tetraciclina 100 100 100 86 100 100 100 100
Cotrimoxazol 100 100 100 86 50 69 50 96
Linezolid 100 100 100 100 100 100 100 0
Daptomicina 100 100 100 86 50 0 100 0
N cultivos totales 126 29 28 7 2 29 4 23

Grupos de bacterias: I: S. epidermidis. Il: Otros estafilococos coagulasa negativos. Ill: Estafilococos

coagulasa positivos. IV: Bacterias corineformes. V: Micrococos. VI: Estreptococos. VII: Enterococos.
VIII: Bacterias Gram negativas. Amoxi./Clav.: Amoxicilina en combinacién con &cido clavulanico.
Piper./Tazo: Piperacilina en combinacién con tazobactam. * Este valor, de 100 por 100, se refiere al
hecho de que en todas las cepas aisladas, 126 en el caso S. epidermidis, se evalud su sensibilidad al
antibidtico, en este caso, ciprofloxacino, independientemente de si el resultado de la sensibilidad de la

cepa al antibidtico estudiado fue sensible, intermedia o resistente.
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6.1. Sensibilidad antibiotica por grupos de bacterias conjuntivales

La sensibilidad de cada cepa bacteriana a cada antibiotico se establecié de forma
diferente en funcion del método de antibiograma realizado (discos de difusion o paneles
MicroScan). En los microorganismos evaluados por discos de difusidn se establecio la
sensibilidad o resistencia de la bacteria al antibiético segin las normas del CLSI de
interpretacion de los halos de inhibicion. En el caso de las bacterias valoradas por
paneles MicroScan, las CMI se interpretaron de forma automatica por el sistema experto
del lector, en base a los puntos de corte establecidos por el CLSI. De esta manera, se
clasifico la sensibilidad antimicrobiana de cada cepa para cada antibiético como:
sensible, intermedia o resistente. Para los calculos estadisticos posteriores, la

sensibilidad intermedia se considero como resistente (Kim et al., 2010).

Asi, se pudo establecer un porcentaje de sensibilidad de cada grupo bacteriano a
cada antibiotico, al dividir el nimero de cepas sensibles en relacion al nimero total de
cepas evaluadas para ese antibiotico (Tabla 24). Los porcentajes de sensibilidad de los
grupos de microorganismos mostrados en esta tabla, se estudiaron inicialmente
diferenciandolos segun su localizacion (procedentes de la cavidad anoftalmica o del ojo
sano contralateral). Sin embargo, dado que no se observaron diferencias significativas
segun el area de obtencion de la muestra, finalmente se decidié valorar de forma

conjunta la sensibilidad de los grupos bacterianos obtenidos.

Dado que el antibiograma de los estafilococos fue realizado con los mismos
antibiodticos en todas y cada una de las cepas aisladas, se pudo estudiar la diferencia en
cuanto a la sensibilidad antimicrobiana de los tres grupos de estafilococos (ver apartado
1.4.2 de Resultados). La media de la sensibilidad a los 17 antibidticos evaluados en los
estafilococos fue de 75,9% para S. epidermidis, 89,7% para los otros SCN y de 82,1%
para los SCP. Como se puede observar en la Tabla 25, estas diferencias fueron
significativas (p < 0,05) para los siguientes antibioticos: ciprofloxacino, levofloxacino,

tobramicina, eritromicina, penicilina, amoxicilina con acido clavulanico, y oxacilina.

Al realizar el analisis de las causas de la significacion, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo formado por los otros SCN
diferentes de S. epidermidis y los SCP, y por lo tanto, era el grupo de los S. epidermidis

el que resultaba significativamente mas resistente a estos antibiéticos.
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Tabla 24. Sensibilidad antibi6tica de las cepas bacterianas evaluadas, por grupos de microorganismos.

o Grupos de bacterias
Antibiotico

| 1 ]| v \Y VI VIl VI
Ciprofloxacino 70 97 86 N.D. | N.D. N.D. 0 67
Levofloxacino 70 97 89 67 100 97 25 52
Gentamicina 83 97 82 100 100 N.D. | N.D. 70
Tobramicina 71 97 75 N.D. 100 N.D. N.D. 70
Amikacina 81 97 75 N.D. 100 N.D. | N.D. 70
Acido Fusidico 84 90 96 100 N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Cloranfenicol N.D. N.D. N.D. 100 0 90 N.D. 13
Eritromicina 42 76 79 57 100 69 0 N.D.
Clindamicina 71 90 71 50 100 92 0 4
Rifampicina 100 100 100 100 100 100 N.D. 9
Vancomicina 100 100 100 100 100 100 100 N.D.
Penicilina 6 24 11 100 100 83 75 13
Amoxi./Clav. 68 97 75 N.D. 100 N.D. | N.D. 77
Oxacilina 70 97 75 N.D. | N.D. 53 N.D. | N.D.
Ampicilina N.D. | N.D. | N.D. 100 100 90 100 8
Piper./Tazo. N.D. [ N.D. | NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. 74
Cefoxitina N.D. [ N.D. | N.D. | N.D. 100 N.D. | N.D. 58
Cefuroxima N.D. [ N.D. | N.D. | N.D. 100 N.D. | N.D. 73
Cefotaxima N.D. | N.D. | N.D. 100 100 97 N.D. 75
Ceftazidima N.D. [ N.D. | NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. 68
Cefepime N.D. [ N.D. | NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. 82
Imipenem N.D. N.D. N.D. 100 N.D. N.D. N.D. 70
Meropenem N.D. N.D. N.D. | N.D. | N.D. N.D. N.D. 35
Aztreonam N.D. [ N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. 72
Tetraciclina 79 66 82 100 100 76 25 9
Cotrimoxazol 96 100 100 50 0 85 0 82
Linezolid 100 100 100 100 100 100 100 N.D.
Daptomicina 100 100 100 100 100 N.D. 100 N.D.

Grupos de bacterias: I: S. epidermidis. Il: Otros estafilococos coagulasa negativos. Ill: Estafilococos

coagulasa positivos. IV: Bacterias corineformes. V: Micrococos. VI: Estreptococos. VII: Enterococos.
VIII: Bacterias Gram negativas. Amoxi./Clav.: Amoxicilina en combinacién con &cido clavulanico.
Piper./Tazo: Piperacilina en combinacion con tazobactam. N.D.: No determinado, al no realizarse la

evaluacidn de dicho antibi6tico en ninguna cepa de ese grupo.
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Tabla 25. NUmero de cepas sensibles respecto al total de cepas evaluadas en cada grupo de estafilococos.

- N cepas sensibles
Antibiotico - —

S. epidermidis | Otros SCN SCP p
Ciprofloxacino 88 28 24 0,004**
Levofloxacino 88 28 25 0,002**
Gentamicina 105 28 23 0,171
Tobramicina 89 28 21 0,017+
Amikacina 102 28 21 0,072
Acido Fusidico 106 26 27 0,195
Eritromicina 53 22 22 < 0,001**
Clindamicina 89 26 20 0,105
Rifampicina 126 29 28 -
Vancomicina 126 29 28 -
Penicilina 7 7 3 0,008**
Amoxi./Clav. 86 28 21 0,008**
Oxacilina 88 28 21 0,011*
Tetraciclina 100 19 23 0,224
Cotrimoxazol 121 29 28 0,313
Linezolid 126 29 28 -
Daptomicina 126 29 28 -

N cepas evaluadas 126 29 28

Amoxi./Clav.: Amoxicilina en combinacion con acido clavulanico. *Diferencia estadisticamente

significativa (p < 0,05). **Diferencia estadisticamente muy significativa (p < 0,01).

No obstante, al comparar la sensibilidad de los SCP respecto a los otros SCN
excluido S. epidermidis, se observo una mayor resistencia de los SCP muy préxima a la
relevancia estadistica (p = 0,050) en el caso de amikacina, acido fusidico, oxacilina y
tetraciclina. Teniendo en cuenta estos valores tan cercanos al limite de significacion, se
decidio estudiar también las posibles diferencias entre la sensibilidad antimicrobiana del
grupo de los S. epidermidis respecto a los SCP, encontrando dos antibidticos,
levofloxacino y eritromicina, en los que la resistencia de S. epidermidis era

significativamente mayor (valor de p: 0,035 y < 0,001, respectivamente).

6.2. Relevancia de la presencia de S. epidermidis resistentes

Dada la gran presencia de S. epidermidis en la flora conjuntival, tanto de los ojos
sanos como de las cavidades anoftdlmicas (ver apartado 1 de Resultados), y su escasa
relacion con las caracteristicas del paciente (ver apartado 3 de Resultados) o con la

tolerancia a la prétesis ocular (ver apartado 5 de Resultados); se decidio estudiar si la
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presencia de S. epidermidis resistentes a distintos antibioticos mantenia alguna relacion

con estas variables.

Para realizar el célculo estadistico, en cada paciente con presencia de S.
epidermidis, bien en su 0jo sano o bien en su cavidad anoftalmica (57/60), se determino
si existia alguna cepa con sensibilidad clasificada como resistente o intermedia.
Respecto a los antibidticos evaluados (Tabla 25), dado que todas cepas de S.
epidermidis fueron sensibles para rifampicina, vancomicina, linezolid y daptomicina se
excluyeron dichos antibidticos de este andlisis. Asi se valoraron las posibles relaciones
entre la presencia de al menos una cepa de S. epidermidis resistente para cada
antibiotico evaluado y las caracteristicas del paciente y su tolerancia a la prétesis ocular
(Tabla 26).

Respecto a las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes, solo se encontrd
alguna asociacion significativa aislada, destacando la mayor presencia de S. epidermidis

resistentes a la amikacina y a la clindamicina entre los pacientes con depresion.

En cuanto a las caracteristicas de la cavidad anoftalmica, el lado derecho de la
misma se asocié con un incremento en la presencia de S. epidermidis resistentes a las
quinolonas (ciprofloxacino y levofloxacino) y a la amikacina. Los pacientes
intervenidos mas recientemente (menos de tres afios), presentaron una mayor resistencia
a los aminoglucosidos (gentamicina, tobramicina y amikacina), asi como a la
amoxicilina en combinacion con acido clavulanico y a la tetraciclina. Algo similar
ocurrio con la presencia de implante orbitario que se asocié con una mayor resistencia
de los S. epidermidis a quinolonas, aminoglucésidos, clindamicina y amoxicilina-

clavulanico.

Como se observa en la Tabla 26, la inflamacion de la cavidad anoftalmica,
valorada tanto por la presencia de moco, como por la hiperemia conjuntival, se asocio
con un incremento en la resistencia a varios antibidticos. Sin embargo, entre los
pacientes que empleaban de forma habitual colirios de antibidticos solo se pudo
constatar un incremento de la resistencia a los aminoglucésidos. En cuanto a los
cuidados de la protesis ocular, la manipulacion frecuente de la protesis, extrayéndola al
Menos una vez por semana, se asocid con una mayor resistencia de S. epidermidis a las

quinolonas y a la oxacilina.
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Respecto a la tolerancia subjetiva a la protesis ocular, en los pacientes con
tolerancia regular o mala, sélo se observd un incremento de resistencia a los antibioticos
amoxicilina-clavulanico y oxacilina. En el caso de la amoxicilina-clavulanico, si bien se
observo una diferencia significativa cuando se evalud la tolerancia en tres niveles
(tolerancia buena, regular o mala), no se alcanzo la significacion estadistica (p = 0,051)
cuando se estudio agrupando las categorias de tolerancia regular y mala.

Las otras caracteristicas de los pacientes (edad, hipertensién arterial,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus), o de las cavidades anoftdlmicas (causa de la
pérdida ocular, tipo de procedimiento quirdrgico, tamafo y material del implante
orbitario), asi como la existencia de epifora u obstruccion de la via lagrimal, no se

relacionaron con un incremento de la resistencia antimicrobiana de los S. epidermidis.

7. Evaluacion de la adhesion y formacion de biofilm

Como vimos en el apartado 5 de Resultados, la mala tolerancia a la protesis
ocular se relaciond con la existencia de microorganismos considerados patdgenos, en
concreto con un aumento de bacterias Gram negativas. Uno de los principales factores
que incrementan la supervivencia de las bacterias, tanto patdgenas como saprofitas, es
su capacidad de adhesion y formaciéon de biofilms. Es mas, los microorganismos pueden
competir entre ellos por el mismo nicho ecoldgico (ver apartado 5.3.1 de Introduccion),
desplazando los no patégenos o habituales de la flora conjuntival a los patégenos, o
viceversa. Por este motivo, se decidio estudiar la capacidad de adhesion y formacion de
biofilms de las bacterias presentes en la flora conjuntival, seleccionadas en este trabajo

(ver apartado 2.1 de Materiales y Métodos, Tabla 6).

7.1. Cinética del crecimiento bacteriano

Las bacterias descritas en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos, tipicas de la
flora conjuntival, fueron cultivadas en TSB en agitacién y medida su absorbancia
espectrofotométrica a 540 nm (ver apartado 3.3 de Materiales y Métodos). Las curvas
de crecimiento celular, obtenidas de la medicion por triplicado cada 2 horas, desde la
siembra hasta las 40 horas, se muestran en la Figura 47. En las graficas del crecimiento
bacteriano se aprecia, en todas ellas, la tipica forma sigmoidal, pudiendo diferenciarse
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las fases de adaptacion o latencia, crecimiento exponencial, estacionaria, y, en algunas
especies, una fase de declive, como S. epidermidis CECT 231, S. hominis o S.

marcescens.

La fase exponencial se alcanz6 a las 12 horas de cultivo en la mayoria de las
cepas, siendo algo mas precoz en el caso de L. rhamnosus (8 horas) y mas tardia para A.
calcoaceticus (18 horas). La cepa que alcanz6 un mayor crecimiento (valorado por su
D.O. 54 nm) fue S. aureus, seguido de S. marcescens, ambas consideradas especies
patdgenas. Las especies con menor nivel de crecimiento fueron A. calcoaceticus

(bacteria Gram negativa saprofita de la flora cutanea, ver Tabla 6) y L. rhamnosus.

En la Figura 47 se muestra la cinética de crecimiento de dos cepas de S.
epidermidis (CECT y HL). Como se puede observar, a pesar de tratarse de la misma
especie, mostraron comportamientos cinéticos distintos, lo que demuestra que nos

encontramos ante dos cepas diferentes.

7.2. Cinética de adhesion bacteriana

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.4.1 de Materiales y Métodos,
se cuantificd la adhesion bacteriana a placas de poliestireno de 96 pocillos. Las células
fueron recogidas al final de la fase exponencial de crecimiento (Figura 47), que
correspondid con las 12 horas de cultivo para la mayoria de las cepas, excepto para
A. calcoaceticus cuyas células se tomaron a las 20 horas de cultivo en agitacion. Tras
incubarlas en placas de poliestireno a 37°C, las células adheridas se cuantificaron por
tincién con cristal violeta al 0,1 % y lecturas del color a 570 nm. El experimento se
repitié 6 veces con cada cepa, midiendo su adhesion a las 4, 6, 8, 12, 24, 36 y 48 horas.
Con los resultados obtenidos se elaboraron las gréficas de adhesién bacteriana que se

reflejan en la Figura 48.

Como se puede apreciar en dicha figura, la mayoria de las cepas alcanzaron su
méaxima adhesion a poliestireno a las 12 horas, siendo ligeramente mas precoz en el
caso de S. epidermidis CECT 231 (8 horas), y mas tardio (24 horas) para S. aureus, C.
amycolatum y A. calcoaceticus.
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Figura 47. Curvas de crecimiento celular en medio TSB, realizadas midiendo la absorbancia
espectrofotométrica a 540 nm, a lo largo del tiempo de incubacion a 37°C. Los puntos dibujados
representan el valor medio registrado. S. epidermidis HL: cepa aislada de la conjuntiva de un paciente del
Hospital de Leon. La flecha indica el momento de recogida de las cepas para estudiar su cinética de
adhesién, que fue a las 20 horas para A. calcoaceticus y de 12 horas para las demas especies bacterianas.
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Como se ha descrito en Materiales y Métodos (apartado 2.1), para los estudios
de adhesion y formacion de biofilm se ha incluido a L. rhamnosus. Aunque esta bacteria
acido-lactica puede formar parte de la flora intestinal, no se ha descrito su presencia en
la flora conjuntival. Sin embargo, se decidi6 emplear como cepa control en este
apartado, ya que su capacidad de adhesion ha sido ampliamente estudiada (Monteagudo,
2010).

De este modo, y estableciendo como referencia los resultados obtenidos con
L. rhamnosus, se pudo establecer un orden de mayor a menor capacidad de adhesion de
las cepas conjuntivales estudiadas. Asi, la especie con mayor union al poliestireno fue S.
marcescens, cuya capacidad de adhesion fue casi 5 veces mayor que L. rhamnosus, lo
que supone un incremento del 395% respecto al nivel alcanzado por la cepa de
referencia. También mostraron una adhesién mayor que la cepa control: S. aureus
(incremento del 138%), S. epidermidis CECT (83%) y S. epidermidis HL (41%). Las
especies restantes presentaron una adhesion al poliestireno menor que la cepa control: S.
hominis (-25%), C. amycolatum (-47%), y por ultimo, A. calcoaceticus, que fue la
especie en la que se registré una adhesion menor (-63%).

Respecto a las dos cepas de S. epidermidis, aunque sus curvas de crecimiento
fueron considerablemente diferentes (Tabla 47), sus cinéticas de adhesién resultaron
muy similares (Figura 48), constatando el hecho de que estas dos caracteristicas de las

bacterias son independientes entre si.

También en el caso de S. hominis se observé una llamativa discrepancia entre los
valores de sus curvas de adhesion y de crecimiento, presentando una escasa adhesion al
poliestireno (Figura 48), si bien su crecimiento celular fue superior al de las dos cepas

de S. epidermidis (Figura 47).

Las cepas que mostraron una mayor capacidad de adhesion fueron S. marcescens
y S. aureus (Figura 48), que también fueron las cepas con mayor crecimiento (Figura
47). Sin embargo, la adhesion celular fue mucho mayor en S. marcescens que en
S. aureus en todos los tiempos, al contrario de lo que se observo en las curvas de
crecimiento, donde S. aureus alcanzé valores méas elevados de crecimiento, medido

como D.O. 540 nm.
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Figura 48. Curvas de adhesién en placa de poliestireno de 96 pocillos. Para medir las células adheridas se
empled la tincidén con cristal violeta y se midié la absorbancia espectrofotométrica a 570 nm.
S. epidermidis HL.: cepa silvestre aislada de la conjuntiva de un paciente del Hospital de Ledn.
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7.3. Cuantificacion de la adhesion bacteriana sobre diferentes

materiales

Entre las principales caracteristicas que debe tener el material empleado en la
fabricacion de protesis, podemos sefialar la capacidad del mismo para permanecer libre
de contaminacién por microorganismos, los cuales serdn mas invasivos cuanto mayor

sea su capacidad para unirse a los materiales utilizados en los implantes médicos.

Con el objeto de establecer la resistencia a la adhesion microbiana de diferentes
productos empleados en la fabricacion de prétesis oftalmoldgicas (ver apartado 2.4 de
Introduccion), se evalud la capacidad de union a la superficie de distintos materiales
(cristal, acero, resina acrilica, teflon, implante orbitario de silicona, tapones de silicona
comercial, laminas de Medpor ® semi-liso y rugoso) de las bacterias estudiadas. Se
incubaron por triplicado plaquitas de estos materiales, en presencia de cada una de las
cepas seleccionadas, empleando placas de poliestireno de 24 pocillos (ver apartado
3.4.2 de Materiales y Métodos). Los tiempos de cultivo del preindculo utilizado fueron
los mismos que se emplearon para el estudio de la cinética de adhesion (Figura 47).
Después de 12 horas a 37°C, se midio el crecimiento celular del sobrenadante (como
D.O. 540 nm) Y €l nimero de células adheridas a la superficie de cada material. Para cada
una de las cepas estudiadas, no se encontraron diferencias significativas en la D.O. del
sobrenadante en funcion del material depositado en el fondo del pocillo. En relacion con
las células adheridas, y dado el caracter exponencial del crecimiento bacteriano, tras
realizar el recuento de UFC por ml y ajustarlo por mm? de superficie de cada plaquita
(ver apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos), se calculd el logaritmo decimal (log) de
las UFC, obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 49.

La cepa de control de adhesion, L. rhamnosus, mostré una mayor adhesion,
medida como logUFC/ml-mm?, para la mayoria de los materiales estudiados respecto a
las cepas de la flora conjuntival, siendo superada sélo con claridad por la mayor
adhesion de S. epidermidis HL y de S. aureus a la silicona de implante orbitario. No
obstante, dado el objetivo de este experimento, el analisis mateméatico se centrd en

analizar las posibles diferencias en la adhesion bacteriana segun el tipo de material.
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Figura 49. Resultados del recuento de UFC de cada cepa, medidas como logUFC/ml-mm?. C: cristal. A:
acero. R: Resina acrilica de protesis ocular. T: teflon. Si: silicona obtenida de implante orbitario. St:
silicona obtenida de tapon para uso en laboratorio. Pl: Polietileno poroso de alta densidad (PPAD) con
una superficie lisa y otra rugosa. Pr: PPAD rugoso. Se obtuvieron diferencias significativas en la adhesion
a los diferentes materiales en todas las cepas, excepto en S. epidermidis HL (p = 0,423) y S. aureus (p =

0,066).
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Inicialmente se realizd un anélisis estadistico para valorar, en cada bacteria
estudiada, las posibles diferencias a la adhesion en funcion del material. Para ello, se
emple6 un ANOVA en aquellas cepas que presentaron homocedasticidad en sus
mediciones: S. epidermidis HL, S. hominis, C. amycolatum, A. calcoaceticus y S.
marcescens; utilizando el test de Bonferroni para el analisis de comparaciones
maltiples. En aquellas bacterias que presentaron diferencias significativas en sus
varianzas: S. epidermidis CECT 231, S. aureus, y L. rhamnosus; se utilizd inicialmente
el test de Kruskal-Wallis, realizando, posteriormente, la comparacion por pares

mediante el test T3 de Dunnett.

De esta manera se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
adhesion en funcion del material para: S. epidermidis CECT (p = 0,010), S. hominis (p =
0,001), C. amycolatum (p < 0,001), A. calcoaceticus (p = 0,013), S. marcescens (p =
0,003), y L. rhamnosus (p = 0,045). En el caso de S. epidermidis HL (p = 0,423) y de S.
aureus (p = 0,066), no se encontraron diferencias significativas en la adhesion entre los
materiales, exhibiendo ambas cepas una elevada adhesion a todos los materiales (Figura
49).

Dado que no se pudieron realizar placas de poliestireno de las dimensiones
requeridas (ver apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos), debido a la tendencia de este
material a deformarse cuando se intentaba cortar, no se establecio un material como
control de adhesién, si no que se decidié comparar los diferentes materiales entre si,

segun la adhesion bacteriana de cada cepa.

Asi, tras realizar el analisis de comparaciones multiples, se determind que la
cepa control, L. rhamnosus, presentd una mayor adhesion al PPAD rugoso respecto a la
silicona de tapon comercial (p = 0,022). También la cepa de S. epidermidis CECT 231,
mostré una adhesion significativamente mayor al PPAD rugoso respecto al acero (p =

0,028), la silicona de implante orbitario (p = 0,027) y de tapdn comercial (p = 0,018).

Como se puede apreciar en la Figura 49, S. hominis mostré una adhesion
significativamente menor a la silicona de implante orbitario, respecto a los demas
materiales: cristal (p = 0,016), acero (p = 0,022), resina acrilica de proétesis ocular (p =
0,010), teflén (p = 0,015), PPAD semi-liso (p = 0,036) y PPAD rugoso (p < 0,001);
siendo la Unica excepcion la adhesion a la silicona de tapon comercial, con la que no

mostro diferencias significativas (p = 0,112).
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En el caso de C. amycolatum, también se adhirié de forma diferente a los
distintos materiales, presentando una mayor adhesion a la silicona de tapdn comercial
respecto al cristal (p = 0,004), al acero (p = 0,009) y al PPAD semi-liso (p = 0,004).
Ademas, mostré una significativa mayor adhesion al PPAD rugoso, respecto al cristal (p
=0,001), al acero (p =0,001), al teflén (p = 0,046) y al PPAD semi-liso (p = 0,001). En
la cepa de A. calcoaceticus, s6lo se encontraron diferencias significativas en la mayor
adhesion al PPAD rugoso respecto al acero (p = 0,032).

S. marcescens, presentd una menor adhesion a la silicona de implante orbitario
respecto al PPAD semi-liso (p = 0,037) y al PPAD rugoso (p = 0,007). Ademas, el
PPAD rugoso, también presentd una mayor adhesion de S. marcescens respecto a la

silicona de tapén (p = 0,017).

Por altimo, para poder comparar entre las distintas cepas la adhesion a los
diferentes materiales, se analizé el porcentaje de adhesién relativa de cada bacteria a
cada material. Este porcentaje se calculé dividiendo el logUFC/mI-mm? obtenidas de
una cepa bacteriana sobre un material entre la suma de los logUFC/mI-mm? obtenidos,
de esa misma cepa, en cada uno de los materiales (Tabla 27). En el supuesto de que la
adhesion fuera independiente del material, el porcentaje esperado de adhesion relativa
seria de un octavo (1/8 = 12,5%), dado que se emplearon 8 materiales distintos.

Tabla 27. Adhesion relativa de cada cepa bacteriana a cada material.

Adhesién relativa (%) por cepas bacterianas a cada material -

Silicona Silicona PPAD
Teflon de de semi-
implante  tap6n liso

S.epidermidis CECT 13,12 12,17 12,32 12,14 11,06 11,23 14,03 13,93
S. epidermidis HL 12,09 1235 12,38 13,54 12,57 11,53 12,80 12,74

PPAD
rugoso

Resina

Cristal Acero -
acrilica

S. hominis 12,79 12,68 12,94 12,80 9,84 12,15 12,52 14,27
S. aureus 12,36 13,02 12,47 1322 1160 11,60 13,12 1261
C. amycolatum 1151 1166 12,49 1247 1256 13,68 11,49 14,14
A. calcoaceticus 12,08 1161 12,60 12,67 1283 1299 1211 13,10
S. marcescens 12,17 1228 12,70 12,36 11,71 1190 13,27 13,62
L. rhamnosus 12,90 1326 13,04 1343 10,18 11,33 1257 13,28

*
Puesto que se emplearon 8 materiales diferentes, el porcentaje esperado de adhesion relativa, en caso de

ser independiente del material, era de un octavo (1/8 = 12,5%).
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De este modo se pudo estudiar la resistencia de cada material a la adhesion
bacteriana de forma conjunta. Dado que las varianzas diferian de forma significativa, se
empled un test de Kruskal-Wallis que resulto estadisticamente significativo (p = 0,001).
Posteriormente se empled el test de comparaciones mdltiples T3 de Dunnett, que
identificd una adhesion significativamente mayor (p = 0,030) al PPAD rugoso respecto

a la silicona de implante orbitario (Figura 50).

Adhesién bacteriana en funcion del material
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Figura 50. Comparacion de la adhesion bacteriana relativa en cada material. C: cristal. A: acero.
R: Resina acrilica de protesis ocular. T: teflon. Si: silicona obtenida de implante orbitario. St: silicona
obtenida de tapén para uso en laboratorio. Pl: Polietileno poroso de alta densidad (PPAD) con una
superficie lisa y otra rugosa. Pr: PPAD rugoso. *Se observd una adhesion significativamente mayor en el
PPAD (Medpor®) rugoso respecto a la silicona de implante (p = 0,030). Linea discontinua: Porcentaje

esperado en caso de adherirse independientemente del material (1/8 = 12,5%).

7.4. Estudio electromicroscopico de los materiales y de la formacion de

biofilms

Dado que se observaron diferencias en la adhesidn bacteriana en funcion del
material, siendo el PPAD rugoso el que permiti6 una mayor asociacion de
microorganismos (Figura 50), se decidi6 estudiar microscopicamente la topografia de la

superficie de los distintos materiales, con el fin de encontrar estriaciones de tamafio
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similar al didmetro de las bacterias y que, por lo tanto, pudieran favorecer la unién de

las mismas (ver apartado 5.3.3.2 de la Introduccion).

Posteriormente, se visualizd el crecimiento y adhesion de las bacterias
seleccionadas, pertenecientes a la flora conjuntival, sobre un mismo material, el teflon,
por cumplir los requisitos de ser de superficie lisa, de naturaleza plastica y de facil
manejo. Asi, se pudo observar el desarrollo y grado de madurez del biofilm en cada

cepa a estudio.

Por altimo, se investigd la presencia in vivo de bacterias adheridas, y su posible
estructuracion en biofilm, utilizando muestras de implantes orbitarios expuestos de tres

pacientes anoftalmicos

7.4.1. Evaluacion electromicroscopica de la superficie de los materiales

protésicos seleccionados

Los materiales descritos en el apartado 2.4 de Materiales y Métodos fueron
visualizados utilizando un microscopio electronico de barrido a 10.000 y 20.000
aumentos (ver apartado 3.5 de Materiales y Métodos). Las imagenes a 10.000 aumentos
se muestran en la Figura 51, en la que el cristal mostro una de las superficies mas lisas,
a pesar de presentar algunas pequefias irregularidades. En el caso del acero, se
observaron unos surcos de 0,5 um, escasamente interconectados. La resina acrilica, el
PPAD semi-liso y el PPAD rugoso mostraron una superficie lisa, semejante a “tierra

cuarteada”, mientras que el teflon y las siliconas tenian un aspecto granular.

A pesar de que el PPAD rugoso presentd una mayor adhesion bacteriana que
otros materiales (Figura 50), al comparar la superficie de la cara lisa del PPAD semi-
liso y del PPAD rugoso, a la escala de 10.000 aumentos, pudimos comprobar que no se
observa ninguna diferencia entre ellas, puesto que los poros del PPAD rugoso son de un

tamafo entre 300 y 1000 um, como veremos en el apartado 7.4.3 de Resultados.

Por lo tanto, el acero fue el Unico material con estriaciones de didmetro similar al
de las bacterias (0,5 - 1 um), aunque la presencia de estos canales no se relacion6 con un
incremento en la adhesion bacteriana a este material (Figura 50). El resto de materiales
no presentaron canales de tamafio semejante al de las bacterias, que pudieran favorecer

su adhesion (ver apartado 5.3.3.2 de Introduccion).
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Figura 51. Microscopia electrénica de barrido a 10.000 aumentos de los materiales protésicos
estudiados. C: cristal. A: acero. R: Resina acrilica de prétesis ocular. T: teflon. Si: silicona obtenida de
implante orbitario. St: silicona obtenida de tapén de uso en laboratorio. Pl: Polietileno de alta densidad
liso. Pr: Polietileno poroso de alta densidad (PPAD).
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7.4.2. Evaluacion electromicroscépica de la formacion del biofilm

segun la cepa bacteriana

Con los resultados obtenidos del estudio de la adhesion bacteriana sobre
diferentes materiales (ver apartado 7.3 de Resultados) y después del analisis
microscopico de la superficie de los mismos (ver apartado 7.4.1 de Resultados), se
selecciond el teflon como material sobre el que visualizar el grado de madurez del
biofilm que era capaz de formar cada cepa. Se prefirio el teflon, ya que todas las cepas
estudiadas mostraron una buena unién a este material (Figura 49), su adhesion relativa
fue una de las mas elevadas (Figura 50) y presentaba una superficie lisa (Figura 51).

Ademas, al ser pléastico y relativamente flexible, resultaba facil de manipular.

Asi, las cepas se incubaron a 37°C durante 24, 48 y 72 horas para valorar el
momento en el que presentaban un biofilm con mayor grado de madurez. Se empled el
mismo procedimiento que para cuantificar la adhesion bacteriana sobre materiales (ver
apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos), pero empleando plaquitas de teflon. Tras este
periodo de formacion de biofilms, se procesaron las muestras para su visualizacién bajo

el microscopio electrénico (ver apartado 3.5 de Materiales y Métodos).

Segun se observa en la Figura 52, S. marcescens presentd un crecimiento en
forma de microcolonia a las 24 h (Figura 52A), mientras que a las 48 h se redujo la
poblacion celular (Figura 52B), hasta casi desaparecer a las 72 h (Figura 52C). A mayor
aumento, se aprecié como la matriz extracelular estaba constituida por vesiculas
membranosas (Figura 52D). En el cultivo que se mantuvo durante 48 h en adhesion,
pudimos observar, en algunas éareas con mayor densidad celular, estructuras
tridimensionales, en forma de dedos y con canales en su base, caracteristicas de un
biofilm maduro (Figura 52E). En las bacterias degeneradas, se aprecié con mayor
facilidad el esqueleto de los pili sexuales, a través de los cuales las bacterias pueden

compartir informacién genética (Figura 52F).

En la Figura 53 se muestran los biofilms formados por otras especies. La cepa
aislada S. epidermidis HL, a las 24 h de crecimiento, mostré una abundante produccion
de matriz extracelular (Figura 53A), formada por vesiculas membranosas de gran
tamano (Figura 53B). Al igual que en el caso de S. marcescens a las 72 h, la inmensa

mayoria de las células y vesiculas habian degenerado (Figura 53C).

185



Resultados

"(4) oAneiauabap A opeleiplysap o1oadse

un uejuasaid SeIn|eo Se| ‘sedoy g/ sedl “(3) oinpew wii4oIq un ap 0]j0LIeSAP U0I Seale UsISIXe ‘(g) SeJoy g Se| e Jousaw $3 Je|n|ad pepisusp e anbuny (4 A D)

seloy z/ A (3 A g) sesoy gy ‘(@ A W) Sedoy g s1ueinp ugIoegnoul Sel) ‘Ug|1a] 81g0S SUSIS3dIBW ‘S 8P OAN|ND [3p OpLLIEg 8P BI1U0.I03|8 ©Id0dS0IOIA “2S einbi4

)

00070} X

186



Resultados

'Seloy 8f Se| e winyejodAwe D | 'SeJoy g Se| e shaune 'S "H 'Sepeziuojod sjuswifeldsdss uotany oAjod ap ejnolled eyanbad eun ap sepeplenfsal seuoz se|
0WO02 BAJSSUO 8S apuOop afJe1e ‘Seloy g Se| B snadne ‘S "9 ‘sojualne SoIUNSIP B SeJoy g Se| e slulwoy 'S "4 A 3 ‘Q 'sedoy g/ Sse| e H sIplwapids 'g D "sojuswine
S9UBJALIP B ‘UoIJRNIUI 9p Seloy {Z Se| B 1H SipiwJapids 'S 'g A W "UQ|Ja] 21qoS Sedad SaluaJayip ap OARND |ap Oplileq ap BaIUQJ109|8 el1dodsoudIN €S eanbi4

g

000°0} X

000 04X
&

00001} X i 000°02 X

187



Resultados

La capacidad de formacion de biofilm de S. hominis sobre la plaquita de teflon,
fue claramente inferior, coincidiendo con los datos obtenidos en la cuantificacion de
adhesion sobre poliestireno (Figura 48). A las 48 horas de cultivo se observo un biofilm
en fase de microcolonia (Figura 53D), con muy escasa matriz extracelular (Figura 53E)
y vesiculas membranosas de muy pequefio tamafio (Figura 53F). Por el contrario, S.
aureus presentd una matriz extracelular mas abundante (Figura 53G). A mayor aumento

se pudo apreciar el crecimiento en forma racimo tipico de S. aureus (Figura 53H).

En el caso de C. amycolatum, a las 48 h se observd una importante matriz

extracelular, con formacion de canales (Figura 531).

De S. epidermidis CECT, ya que mostré una adhesion muy similar a la cepa S.
epidermidis HL en el estudio de cuantificacion de adhesion sobre poliestireno (Figura
48), asi como de A. calcoaceticus dado su escaso crecimiento y adhesion (Figuras 47 y
48), y de L. rhamnosus por no tratarse de una bacteria tipica de la flora conjuntival, no

se tomaron imagenes microscopicas.

De este modo, en las cepas estudiadas, el maximo grado de madurez en los
biofilms se obtuvo a las 24 horas, en el caso de S. epidermidis HL y S. aureus, y a las 48
horas en el caso de S. hominis, S. marcescens y C. amycolatum, mostrando todas ellas

biofilms maduros, excepto S. hominis que so6lo alcanzé la fase de microcolonia.

7.4.3. Electromicroscopia de la adhesion bacteriana in vivo

A fin de comprobar la presencia de microorganismos adheridos a protesis
oftalmologicas que habian sufrido una exposicion, es decir, una necrosis del tejido de
recubrimiento, se estudiaron las superficies de los implantes orbitarios expuestos de tres
pacientes. Los implantes orbitarios estaban fabricados todos ellos en PPAD rugoso
(Medpor®) y los pacientes reclutados resultaron ser todos varones. El aspecto

macroscopico de los implantes orbitarios estudiados se muestra en la Figura 54.

El caso 1 correspondio con un varén de 30 afios con exposicion de su implante
orbitario a los 2 meses de la cirugia de implantacion y en el que los cultivos
microbioldgicos resultaron positivos para S. pneumoniae. El caso 2, fue un varén de 60

afios, afecto de artritis reumatoide, cuyo implante orbitario se expuso 7 afios después de
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su introduccién. Los cultivos microbiol6gicos, tomados de la superficie del implante, no

mostraron crecimiento.

Figura 54. Aspecto macroscopico de los implantes orbitarios expuestos, cuya superficie fue evaluada

mediante microscopia electronica. A. Caso 1: cultivo positivo para S. pneumoniae. B. Caso 2. C. Caso 3.
Tanto para el caso 2 como para el caso 3, los cultivos microbioldgicos de la superficie expuesta no

mostraron crecimiento.

Por Gltimo, el caso 3 correspondi6 con un varon de 49 afios, con exposicion de
su implante orbitario 3,5 afios después de la realizacion de una cirugia de evisceracién
y colocacién de implante orbitario por sufrir una endoftalmitis. Al igual que en el caso

2, los cultivos microbioldgicos fueron negativos.

La técnica para obtener la muestra de la superficie del implante varié de los
pacientes 1 y 2 al paciente 3. En los dos primeros casos, se procurO realizar las
manipulaciones minimas para evitar dafiar el biofilm, no se lavaron las superficies de la
muestras y se introdujeron inmediatamente en su correspondiente frasco con
glutaraldehido al 2,5% (ver apartado 3.5 de Materiales y Métodos). Sin embargo, la
ausencia de lavado dificultd la observacion nitida de formas bacterianas, debido a la
presencia muy abundante de hematies y fibrina (Figuras 55A y 55D). Unicamente se
pudieron localizar algunas estructuras semejantes a bacterias aisladas (Figuras 55B vy
55C) o a un biofilm (Figura 55E), siendo excepcional la localizacion de

microorganismos en division (Figura 55F).

A tenor de los resultados obtenidos, en el caso 3 se modifico la técnica de
obtencién de la muestra. A pesar de que se habia decidido extraer completamente el
implante, se emple6 inicialmente un punzon sacabocados dermatolégico de 4 mm, con
el cual, mediante movimientos rotatorios, se consiguié una muestra cilindrica de PPAD,

con una correcta orientacion de la superficie expuesta. Tras extraer el cilindro de PPAD
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del sacabocados, se realiz6 un lavado profuso de la superficie del mismo con BSS, para
eliminar los restos de moco, fibrina y sangre, asumiendo que con ello se pudiera
eliminar parte del biofilm formado. Tras el lavado, se introdujo en un frasco con
glutaraldehido al 2,5%.

Figura 55. Microscopia electronica de barrido del implante orbitario expuesto de dos pacientes. A. Caso
1: abundante presencia de fibrina con un grupo de tres hematies. B. Caso 1: se observa a la izquierda de la
escala una forma esférica, que por su tamafio probablemente fuera un coco. C. Caso 1: estructura de
aspecto bacilar. D. Caso 2: hematie rodeado de abundante fibrina y moco. E. Caso 2: estructura con

aspecto de biofilm. F. Caso 2: cocos dividiéndose, inmersos en un magma de fibrina.

Una vez procesada la muestra, se obtuvieron, bajo el microscopio electronico,
las imégenes que se presentan en la Figura 56. En primer lugar, y para mantener la
orientacion deseada en todo momento, se realizaron imagenes a sélo 20 aumentos, en
donde se podia apreciar la forma cilindrica de la muestra obtenida por el sacabocados de
4 mm (Figura 56A), y el aspecto rugoso del PPAD. A mayor aumento, se aprecié como
los poros en el PPAD, de entre 300 y 1000 pum, se continuaban como canales en
profundidad (Figura 56B), pudiendo observarse, en el fondo de uno de estos canales,
macrofagos adheridos a la superficie del implante (Figura 56C). En sucesivas
ampliaciones, se localizaron numerosos cocos en division (Figuras 56D y 56E), algunos
de ellos con formaciones de vesiculas membranosas sobre su superficie (Figura 56F),

sin que se observaran restos de sangre, fibrina, moco o matriz extracelular.
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Es decir, tanto en el paciente 2 como en el paciente 3 (a pesar de haber lavado
intensamente la superficie de la muestra), se visualizaron formaciones bacterianas
adheridas a la superficie de los implantes orbitarios, aunque los cultivos

microbioldgicos habian sido informados como negativos.
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1. Estudio microbioldgico de la flora conjuntival en pacientes

portadores de protesis ocular

En este trabajo se ha realizado un exhaustivo estudio microbioldgico de la flora
conjuntival en pacientes anoftalmicos. Para ello, se analizaron 60 pacientes con pérdida
del globo ocular y portadores de protesis, en los que se estudiaron diferentes aspectos
relacionados con la microbiota conjuntival. Esto hace, segun los datos de que
disponemos, que sea el estudio mas amplio efectuado hasta el momento, referido a este

tipo de patologia.

Las caracteristicas epidemioldgicas que presentaban los pacientes de nuestro
trabajo son similares a las recogidas en la mayoria de los estudios microbioldgicos en
pacientes anoftalmicos (Christensen y Fahmy, 1974; LOpez-Sénchez et al., 2001;
Patillon et al., 1978). También, hay que sefialar que las enfermedades sistémicas que
mostraban los pacientes incluidos en nuestro estudio mantienen la prevalencia habitual
en nuestro medio para personas de su edad, destacando la patologia cardiovascular
(Aranda Lara et al., 2000; Ortiz Marrén et al., 2011).

A continuacién, cotejaremos nuestros resultados con los obtenidos por otros
autores, diferenciando entre los estudios que valoran la flora de los 0jos sanos y de las

cavidades anoftalmicas.

1.1. Flora conjuntival en los 0jos sanos

En la Tabla 28 se presenta un resumen con las caracteristicas principales de
diferentes estudios microbioldgicos realizados sobre la flora conjuntival en ojos sanos.
Podemos observar que, aunque los SCN son el grupo mas frecuentemente aislado,
existe una considerable variabilidad en la TAG y la TAE de otros géneros como

Corynebacterium o Streptococcus.

La flora identificada en los ojos sanos de nuestros pacientes (Tabla 10) ha sido
similar a la descrita por estos autores (Tabla 28), aunque presenta algunas diferencias,
especialmente en las TAE de S. epidermidis, corineformes y bacterias anaerobias

estrictas, como puede apreciarse en la Tabla 29.
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Tabla 28. Resumen de diferentes estudios sobre flora conjuntival en ojos sanos.

Doyle Gritz De Kaspar | Martins | Fernandez | Gunduz Kusbeci Suto
Autores etal. etal. etal. etal. - Rubio etal. etal. etal.
(1995) (1997) (2004) (2004) (2004) (2008) (2009) (2012)
'\L‘;’;ee[ﬁe‘ie 17 42 339 60 | 4432 | 50 102 | 579
Tipo de pacientes Cpartzcr)gfa Controles CIZIZ?gt-a Controles Cpartzcrjgt.a Controles | Controles CIZIZ?gt-a
Media de edad 75 38 75* 67 73 36 61 72
Util de muestreo Hisopo Hisopo Hisopo Hisopo Asa Hisopo Hisopo Hisopo
Material a:_g%zn aclgl'ﬁ'a‘t’o N.D. aclsl'ﬁ;‘io Platino | N.D. N.D. | Algodsn
Solucion de SSF Bss | Caldode | g, N.D. BHI | No(Seco)| N.D.
muestreo sangre
Cultivo previo No No No No No En BHI No No
MEdiOAij e cultivo C?)?Srgrlﬁa, sangre, sangre Sangre, sangre, 4?3;?1: Cﬁﬁzglrae£e, sangre,
gar anaerobio, Chocolate | Chocolate (BHI) Chocolate, Chocolate, | Saboreaud, Chocolate,
(Caldo) Lab M McConkey | caporeaud (BHI)
TAG (%) 76,5 54,7 87,3 73,3 78,7 58,0 71,6 39,2
N;O‘;‘i’t'it\'/‘é‘s’s 23 34 360 69 4868 36 99 285
Nopzs‘c'[i’gﬁlgs / 1,77 1,48 1,22 1,57 1,39 124 | 135 1,25
TAE (%)
Aerobios Gram +
SCN 52,2 67,7 46,4 53,6 51,8 66,7 49,5 57,5
S. aureus 4,3 0 3,6 10,1 6,0 5,6 10,1 3,9
Corynebacterium spp 43 11,8 25,6 33,3 27,7 0 15,2 26,7
Micrococcus spp 0 59 11 0 0 0 51 0
Streptococcus spp 0 0 2,8 0 7,6 2,8 111 3,2
Otros aerob. Gram + 0 0 1,1 0 0,5 8,3 1,0 2,8
Aerobios Gram -
Haemophilus spp 0 0 0 0 2,3 0 2,0 0,4
Moraxella spp 0 2,9 0 0 0 5,6 1,0 0,4
Proteus spp 0 0 0 0 1,1 0 3,0 0,7
Pseudomonas spp 0 2,9 0 29 0,3 0 0 0,7
Otros aerob. Gram - 0 59 3,6 0 2,8 8,3 2,0 3,9
Anaerobios estricto
P. acnes 34,8 0 15,8 0 0 0 0 0
Otros anaerobios 0 0 0 0 0 0 0 0
Hongos
Candida spp 4.3 0 0 0 0 2,8 0 0
Otros hongos 0 2,9 0 0 0 0 0 0

* Edad media estimada, teniendo en consideracion que se trata de pacientes programados para cirugia de

catarata. N.D.: No descrito. SSF: Suero salino fisiologico. BSS: Solucion salina balanceada. BHI: Medio

Brain-Heart-Infusion. TAG: Tasa de aislamiento global. TAE: Tasa de aislamiento por especie. SCN:

Estafilococos coagulasa negativos.
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Asi, la tasa de aislamiento de SCN ha sido méas elevada en nuestra serie,
mientras que la de bacterias corineformes ha sido mas baja (Tabla 29). Ademas, no se
ha conseguido el cultivo de ninguna especie de bacterias anaerobias estrictas ni de
hongos en los 0jos sanos de nuestros pacientes, a pesar de que la TAG de nuestra serie

es, en promedio, mas elevada que la de los trabajos referenciados (Tablas 28 y 29).

Tabla 29. Comparacidn de los resultados medios de microflora obtenidos en ojos sanos por los estudios
de la Tabla 28 y en nuestro estudio (Tabla 10).

Media de estudios Tabla 28 Valores de
+SD nuestro estudio
TAG (%) 67,4 £15,6 85,0
N° especies / paciente con cultivo positivo 1,41 +0,19 1,22
TAE (%)

Aerobios Gram + 85,8 5,5 * 96,7

SCN 55,7 £7,8 77,4

S. aureus 5534 8,1

Corynebacterium spp 18,1 +12,1 4,8

Micrococcus spp 1525 1,6

Streptococcus spp 3,440 3,2

Otros aerobios Gram + 1,6 +2,9 1,6

Aerobios Gram - 6,6 +1,6 3,2
Haemophilus spp 0,610 0

Moraxella spp 1,2+2,0 1,6
Proteus spp 0,6 +1,1 0
Pseudomonas spp 0,9+1,3 0

Otros aerobios Gram - 3,3+2,8 1,6
Anaerobios estrictos 6,4 £6,6 0
P. acnes 6,3+12,8 0
Otros anaerobios 0,1+0,3 0
Hongos 1,3+1,4 0
Candida spp 0,9 +1,7 0
Otros hongos 0410 0

TAG: Tasa global de aislamiento. TAE: Tasa de aislamiento por especie. SCN: Estafilococos coagulasa
negativos. * Valor calculado sumando los valores de TAE de cada grupo de microorganismos (en este

caso Aerobios Gram positivos) y promediando la desviacion estandar de los valores de TAE.

Como hemos mencionado, en la recopilacion de los resultados de otros autores
(Tabla 28), se observo una gran variabilidad inter-estudio que dificultd el analisis
comparativo. Esta disparidad obstaculiza el establecimiento de una flora conjuntival

habitual estandar (Fernandez-Rubio, 2004; Hsu et al., 2013), aunque podemos
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establecer una serie de porcentajes aproximados de géneros y especies microbianas en la
flora conjuntival normal (ver apartado 4.1.5 de Introduccion).

Las causas de las diferencias entre los resultados de los distintos trabajos las
encontramos en la diferente metodologia y tipo de poblacidn. Aunque otros factores,
como la temperatura y humedad ambiental podrian influir (Ando y Takatori, 1982), son
los medios de cultivo empleados, asi como las condiciones de cultivo (tiempo,
temperatura y atmdsfera), técnica de recogida de muestras, material empleado, o
momento de la siembra, los primeros factores que debemos considerar (Fernandez-
Rubio, 2004).

Segun los medios de cultivo, podemos diferenciar los trabajos en dos grandes
grupos: convencionales, aquellos que utilizan medios de cultivo generales; y
especificos, aquellos que emplean técnicas y medios de cultivos especiales y que estan
expresamente disefiados para el aislamiento de microorganismos dificiles de cultivar,
como son las bacterias anaerobias estrictas (McNatt et al., 1978) o los hongos (Ando y
Takatori, 1982). En nuestro caso, nos decidimos por el empleo de un pre-cultivo inicial
en un medio general, BHI, y un segundo pase a medios especificos. Sin embargo, no se
consiguio el aislado de microorganismos anaerobios estrictos, y tan solo se aislaron dos
especies de hongos y so6lo en las muestras de las cavidades anoftdlmicas. Seguramente,
el hecho de cultivar inicialmente nuestros hisopos en medio BHI en condiciones
aerobicas (ver apartado 1.4 de Materiales y Métodos), ha impedido que posteriormente
se pudieran aislar bacterias anaerobias estrictas u hongos, a pesar del uso de medios

especificos para estas especies.

Respecto a la poblacion seleccionada, también existen dos grupos de estudios:
a) aquellos que toman muestras preoperatorias de los pacientes programados para
cirugia de catarata, que son los mas numerosos, y b) estudios que valoran las
modificaciones que ciertas enfermedades pueden provocar sobre la flora conjuntival.
Los primeros, pueden presentar un sesgo en cuanto a los gérmenes aislados, ya que los
pacientes que se intervienen de cataratas habitualmente son personas mayores, con
mayor incidencia de factores modificadores de la flora como DM, blefaritis, ojo seco,
etc. (ver apartado 4.2 de Introduccion). Ademas, como podemos apreciar en la Tabla 28,
existe, en general, una correlacion positiva entre la edad y la tasa de aislamiento de

microorganismos, ya descrita por Thiel y Schumacher (1994). Estos autores observaron
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gue con la edad se produce un incremento en la tasa de aislamiento de Corynebacterium
spp, manteniéndose la de las especies del género Staphylococcus y disminuyendo las del

género Propionibacterium.

Por el contrario, los estudios realizados para valorar la influencia de ciertas
patologias sobre la flora cuentan con grupos controles formados por pacientes sanos de
edad similar al grupo de estudio, lo que permite que podamos tener una idea global mas

aproximada de la flora conjuntival comdn.

En nuestro caso, el hecho de emplear el ojo sano contralateral como control,
elimina el efecto modificador de la edad o las condiciones ambientales. Sin embargo,
debemos considerar el hecho de que la presencia de una cavidad anoftalmica, podria ser
en si misma un factor que alterase la flora conjuntival del ojo sano (Patillon et al., 1978;

Lopez-Sanchez et al., 2001), como mas adelante discutiremos.

En resumen, y a pesar de estas diferencias metodoldgicas, tras comparar nuestros
resultados con los trabajos previos, podemos concluir que los microorganismos mas
caracteristicos de una flora conjuntival normal son los SCN, siendo, con mucha
diferencia, S. epidermidis la especie mas frecuente en una conjuntiva sana. Las bacterias
corineformes se presentan en la flora conjuntival habitual en un porcentaje muy variable
(5-30%), mientras que la presencia de una TAE superior al 10% de SCP, estreptococos
0 bacterias Gram negativas, debe considerarse una dishiosis que promoveria
determinadas patologias oculares (ver apartado 4.3 de Introduccion). Parece probable
por tanto, que la presencia de S. epidermidis, en equilibrio con otros SCN y bacterias
corineformes, proteja a la superficie ocular de la colonizacion de otras especies como

SCP, estreptococos o bacterias Gram negativas.

1.2. Flora conjuntival en las cavidades anoftalmicas

La flora bacteriana obtenida de las cavidades anoftalmicas de nuestros pacientes,
difirio de forma significativa de la encontrada en los ojos sanos contralaterales (Tablas
10 y 11). Asi, en la flora de las cavidades anoftdlmicas se constaté una mayor TAG
(95% y 100% en las muestras pre-protesis y retro-protesis de las cavidades,
respectivamente, frente a un 85% en las muestras de 0jos sanos), un crecimiento

microbiano mas precoz (Tabla 13), asi como la presencia significativamente mas
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elevada de microorganismos considerados patégenos (Tabla 16), en particular de
estreptococos y de bacterias Gram negativas (Tabla 14).

Nuestros resultados estan en linea con los obtenidos por otros autores que
también encuentran diferencias significativas entre la flora de las cavidades
anoftalmicas y los ojos sanos contralaterales (Christensen y Fahmy, 1974; Miller et al.,
1976; Campos et al., 1994). Existen otros trabajos que no observan estas diferencias
como significativas, probablemente, por carecer del tamafio muestral adecuado (Patillon
et al.,, 1978; LoOpez-Sanchez et al., 2001) o por no contar con un grupo control
(Macivor, 1950; Thygeson y Kimura, 1963; Morgan y Hill, 1964; Goldfarb y Turz,
1966; Vasquez y Linberg, 1989). Los estudios microbiologicos de la cavidad
anoftadlmica sin grupo control resultan, en general, dificiles de interpretar. Aun asi,
parecen indicar que en las cavidades anoftalmicas podria existir un aumento de bacterias
Gram negativas y una disminucion relativa de los SCN. Por el contrario, los trabajos
con grupo control permiten obtener resultados mas precisos. El primer estudio que
comparo la flora obtenida de la cavidad anoftdlmica con la del ojo contralateral, como
grupo control, fue el de Christensen y Fahmy (1974). Estos autores constataron un
incremento significativo en la cavidad anoftalmica del grupo de bacterias formado por
Gram negativos y anaerobios (Tabla 30). Otros trabajos han obtenido datos de
incrementos significativos en las cavidades anoftdlmicas de bacterias Gram negativas,
SCP, S. pneumoniae (Miller et al., 1976) y P. acnes (Campos et al., 1994).

En definitiva, tanto nuestros resultados como los obtenidos por otros estudios
revelan que la pérdida del globo ocular provoca un desplazamiento de la microbiota
habitual de la conjuntiva, produciéndose un aumento de la presencia de algunos

microorganismos menos habituales, en general, considerados patdégenos.

Para establecer una division objetiva de los grupos de microorganismos por su
capacidad patogénica, nos basamos en la diferente tasa de aislamiento en ojos con
endoftalmitis (como complicacion infecciosa mas severa de la cirugia intraocular)
respecto a la tasa de aislamiento en la flora conjuntival pre-cirugia (Tabla 31). Asi,
segun los datos de Fernandez-Rubio (2004) y Gentile et al. (2014), pudimos comprobar
gue la tasa de aislamiento en endoftalmitis de SCP (S. aureus), estreptococos,
enterococos, bacterias Gram negativas y hongos, duplica o incluso triplica la obtenida

de los cultivos de flora conjuntival pre-cirugia, lo que indica su elevada agresividad.
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Tabla 30. Flora aislada por otros estudios en ojos sanos y cavidades anoftalmicas, estratificada por

grupos de microorganismos y patogenicidad de los mismos.

Christensen y . Patillon et al. Lépez-Sanchez
Autores Fahmy (1974) Miller et al. (1976) (1978) etal. (2001)
Numero de pacientes 44 52 42 26
. e . Cristal / Plastico
Tipo de protesis Cristal acrilico N.D. N.D.
Ojo sano 0jo sano Ojo sano Ojo sano
Controles contralateral contralateral contralateral contralateral
Media de edad 67,5 22 49 57
Util de muestreo Hisopo Hisopo Hisopo Hisopo
Material Lana-algoddn Lana-algoddn N.D. Algodon
Solucién de muestreo Seco Seco SSF N.D.
. . Stuart’s Holding
Cultivo previo No Broth No No
. . Sangre, Chocolate,
Medio de cultivo Sangre, Sangre, Chocolate N.D McConkey,
Agar (Caldo) (Suero bovino) (Caldo Tioglicolato) o Saboraud, Wilkins-
Chalgren
Muestra Control C.A. Control C.A. |Control | C.A. |Control| C.A.
TAG (%) 93% | 98% [ N.D. | 98% | 45% | 55% | 58% | 77%
Ne cultivos positivos 76 89 66 101 24 31 15 20
NP° especies / paciente 1,93 2,09 N.D. 1,98 | 1,26 | 1,35 N.D.
Grupos de
microorganismos
SCN 36 37 39 16 9 8
Corynebacterium spp 27 28 9 10 7 8
Micrococcus spp 1 1 0 0 2 4
N.D.
S. aureus 7 9 13 24 2 4
Streptococcus spp y otros
Gram positivos 4 6 3 24 0 2
Aerobios Gram negativos,
anaerobios y hongos 1 8 2 27 4 5
Cultivos segun
patogenicidad
Baja patogenicidad 64 66 48 26 18 20 8* 10*
Alta patogenicidad 12 23 18 75 6 11 7* 10*

En negrita, valores estadisticamente significativos en cada estudio. * Valores estimados.
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Por el contrario, los SCN vy, especialmente, los corineformes presentan unas
tasas de aislamiento inferiores en los cultivos de endoftalmitis respecto a los cultivos de
la flora conjuntival pre-cirugia, lo que nos permite asumir el caracter comensal o

simbiotico de estas especies.

Tabla 31. Comparacion de la flora aislada en la conjuntiva pre-intervencién quirdrgica de catarata
(Fernandez-Rubio, 2004) y la obtenida del cultivo de muestras intraoculares en pacientes con
endoftalmitis (Gentile et al., 2014). La tasa de aislamiento en endoftalmitis es considerablemente mayor

para los grupos de microorganismos mas agresivos.

Autores Fernandez- Rubio (2004) Gentile et al (2014)
Namero de pacientes 4432 911
Tipo de pacientes Preop. Catarata Endoftailm:;igczcl);:-cirugl’a
Media de edad 73 67
Ne cultivos positivos 4868 088
TAE (%)
SCN 51,8 39,4
S. aureus 6 11,1
Corynebacterium spp 27,7 1,3
Streptococcus pneumoniae 2,4 52
Otros estreptococos® 48 13,7
Enterococos 0,3 2,2
Bacterias Gram negativas 6,5 10,3
Hongos 0 4,5

 Fundamentalmente incluye estreptococos del grupo viridans.

De este modo, hemos establecido dos grandes grupos de microorganismos en
cuanto a su capacidad patogénica. Por una lado los SCP, estreptococos, enterococos,
bacterias Gram negativas y hongos que han sido considerados como especies altamente
patdgenas; y por otro lado, los SCN y las bacterias corineformes, que se han
considerado saprofiticas o de baja patogenicidad. Una division similar ha sido realizada
por otros autores previamente (Patillon et al., 1978; Lopez-Sanchez et al., 2001),
aunque estos lo hicieran, probablemente, para intentar compensar una baja tasa de

aislamiento global y un tamafio muestral reducido.
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Estudiando nuestros resultados en funcion de la patogenicidad asignada a cada
grupo de microorganismos, también se observo una diferencia significativa, siendo
mayor la presencia de especies consideradas como patdgenas (SCP, estreptococos,
enterococos, Gram negativas y hongos), en las cavidades anoftalmicas (ver apartado
1.4.3 de Resultados). Este hecho es ldgico, si consideramos que en los otros grupos de
microorganismos no encontramos diferencias significativas entre su presencia en los
ojos sanos Yy las cavidades anoftdlmicas, y que tanto los estreptococos como las

bacterias Gram negativas se consideraron especies patogenas.

Por lo tanto, aunque S. epidermidis contintia siendo la especie mas prevalente en
las cavidades anoftalmicas, se observa un desplazamiento de la flora conjuntival normal
en las cavidades en favor de un aumento de las especies patdgenas, lo que implicaria un
mayor riesgo de infeccion de los elementos protésicos al realizar una cirugia en las
cavidades, asi como una mayor diseminacion de patdgenos hacia las areas proximas
(piel y conjuntiva del ojo sano contralateral) si se manipula con frecuencia la protesis

ocular o los parpados de la cavidad anoftalmica.

2. Cuantificacion de la densidad microbiana conjuntival

Cuando se estudio la flora conjuntival de forma cuantitativa, esto es, valorando
el crecimiento celular (expresado por la D.O. s40 nm) de las muestras tras incubacion a
37°C durante 48 horas, también se encontraron diferencias significativas entre las
muestras de los ojos sanos y de las cavidades anoftalmicas, en los 29 pacientes en que

fue medida.

Esta valoracion global de la flora refleja la densidad microbiana de cada entorno
y por tanto, la mayor carga bacteriana presente en las cavidades anoftalmicas (Figura
44). Estos datos estan en consonancia con los obtenidos en los apartados 1.2 y 1.3 del
capitulo de Resultados, en donde se observd una mayor TAG en las cavidades
anoftalmicas respecto a los ojos sanos, lo que reafirma la hipétesis de que la flora de la
cavidad anoftdlmica se encuentra alterada respecto a los 0jos sanos, no solo
cualitativamente como se expuso en el apartado anterior, sino también
cuantitativamente, al presentar una mayor densidad microbiana. Ademas, este

incremento bacteriano en las cavidades anoftalmicas es l6gico, puesto que en ellas
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existe un aumento de especies patdgenas (Tabla 16), las cuales muestran en general una
curva de crecimiento mas elevada y rapida, como se comprobé para S. aureus y S.
marcescens (Figura 47), haciendo que su presencia en un cultivo conjuntival provoque

un incremento en la densidad microbiana del mismo (Tabla 17).

Ademas de determinar diferencias globales en la D.O. entre 0jos sanos y
cavidades anoftalmicas, se observé una correlacion entre el crecimiento microbiano de
las muestras retro-protesis y pre-protesis (Figura 45A), lo cual es légico puesto que se
trata de espacios comunicados, tan sélo separados de forma no hermética por la protesis
ocular. Mas llamativo fue el hecho de que se observara una correlacion positiva entre la
absorbancia de las muestras pre-protesis y de los ojos sanos contralaterales (Figura
45B), lo que parece indicar que una mayor densidad microbiana en la cavidad
anoftalmica repercutiria en una mayor densidad microbiana en la conjuntiva del ojo
sano contralateral. Este traspaso de microbios desde la cavidad anoftalmica al ojo sano
contralateral explicaria por qué algunos autores no encuentran diferencias significativas
entre la flora de las cavidades anoftalmicas y los ojos sanos contralaterales (Patillon et
al., 1978; Lopez-Sanchez et al., 2001). Asi, Lopez-Sanchez et al. (2001) describieron
un incremento no significativo en la tasa de aislamiento de bacterias patégenas (Gram
negativos, estreptococos, y SCP) de las cavidades anoftalmicas (37%) frente a los ojos
sanos contralaterales (27%). Sin embargo, en su segundo grupo control formado por
ojos sanos de pacientes sin proétesis, encontraron una tasa de bacterias patdgenas

significativamente menor (8%).

Por tanto, en base a los datos obtenidos por otros autores y a nuestros resultados,
podemos concluir que la ausencia de globo ocular, junto con la presencia de un ojo
artificial, modifica la flora conjuntival en la cavidad anoftalmica, y ademas, también
repercute, aunque en menor medida, sobre la flora del ojo sano contralateral. De esta
manera, debemos extremar los cuidados antisépticos y antibidticos en la cirugia
intraocular del ojo Unico de un paciente anoftalmico (Patillon et al., 1978; Ldpez-
Sanchez et al., 2001), y hacer conscientes a los pacientes anoftalmicos de la importancia
de no manipular excesivamente la protesis ocular y el area periocular de su cavidad

anoftalmica, ya que ésta actla como reservorio de microorganismos patogenos.
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3. Factores modificadores de la flora conjuntival

A continuacion, interpretaremos los datos presentados en el apartado 3 de
Resultados, obtenidos de la comparacion entre las caracteristicas evaluadas en los
pacientes (Tabla 18) y su flora conjuntival, tanto en los ojos sanos como en las
cavidades anoftalmicas.

3.1. Caracteristicas del paciente

De los posibles factores modificadores de la flora conjuntival dependientes del
paciente (edad, sexo y enfermedades sistémicas), se observd una relacion significativa
en funcién de la edad, siendo ésta menor en los pacientes con cultivo negativo en su 0jo
sano respecto a los pacientes con cultivo positivo (Tabla 19). Este resultado esta en
linea con los datos recogidos en la Tabla 28, donde ya comentamos que existia una
correlacion positiva entre la edad y la tasa de aislamiento de microorganismos. Sin
embargo, en nuestra serie no se encontro el incremento de un grupo de microorganismos
en concreto, a diferencia de lo publicado por Thiel y Schumacher (1994) quienes han

apreciado un aumento de las bacterias corineformes con la edad.

Con respecto al sexo, no se observd diferencia alguna en la flora conjuntival en
nuestra serie de pacientes. Tampoco hemos encontrado otro trabajo que presente
diferencias en la microbiota conjuntival en funcion del género, por lo que consideramos

que éstas no deben existir.

En cuanto a las enfermedades sistémicas, sélo se observé una mayor presencia
de estreptococos en los pacientes sin tratamiento sistémico y en aquellos con
hipercolesterolemia. Aunque estas asociaciones fueron estadisticamente significativas (p
= 0,032 y p = 0,020; respectivamente), sus conclusiones parecen dirigirse en sentidos
opuestos (mayor presencia de estreptococos en personas sanas Yy también en
hipercolesterolémicas) por lo que no encontramos una explicacion clinica que justifique
estas asociaciones. Ademas, la hipercolesterolemia, al igual que la hipertension arterial
o la alergia a medicamentos, no parecen condiciones que puedan tener una repercusion a
nivel de la flora conjuntival. Por otro lado, los farmacos antidepresivos pueden producir
un ojo seco (Yang et al., 2015) que podria relacionarse con una modificacion en la flora

conjuntival (Kusbeci et al., 2009). Sin embargo, este hecho no se ha constatado en
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nuestro estudio, al igual que en otros realizados especificamente para valorar la
influencia de la sequedad ocular en la microbiota conjuntival (Chen et al., 2012; Zhang
et al., 2013). Algo similar ocurre en el caso de la DM, que aunque parece ser un factor
favorecedor del crecimiento bacteriano en la conjuntiva (Martins et al., 2004), no se

aprecio este efecto en nuestra serie.

3.2. Caracteristicas de la cavidad anoftalmica

3.2.1. Antecedentes de la pérdida ocular

La causa de la anoftalmia, asi como el tipo de intervencion quirurgica, no
demostraron ser factores modificadores de la microbiota conjuntival, como era de
esperar puesto que no parece plausible pensar que su efecto pueda prolongarse una vez
realizada la extirpacion ocular. Por el contrario, los pacientes intervenidos hace mas
tiempo (tiempo de anoftalmia igual o superior a 21 afios) presentaron una mayor tasa de
microorganismos patdgenos, en concreto de estreptococos, en la flora pre-protesis (ver

apartado 3.2.3 de Resultados).

Consideramos que la explicacion mas probable del aumento de bacterias
patdgenas en los pacientes operados hace mas tiempo se debe a que el tiempo de
anoftalmia es un factor de confusién y no un factor relacionado directamente con la
flora. El tiempo de anoftalmia esta asociado de forma muy significativa (p < 0,001) con
la presencia de implante orbitario en la cavidad (Tabla 32), puesto que los implantes
orbitarios se emplean en nuestro ambito sélo desde hace unos 20 afios (ver apartado
2.3.4 de Introduccion). De este modo, los pacientes intervenidos hace mas tiempo no
portan, en general, implantes orbitarios, y en ellos se aprecia un incremento de especies
patdgenas, nuevamente de estreptococos, tanto en la flora pre-protesis como retro-

proétesis de las cavidades (Tabla 20).

No hemos encontrado, en nuestra revision, articulos en los que se valore el
posible efecto de la presencia del implante orbitario sobre la flora conjuntival, aunque
parece logico pensar que su existencia empequefiece de forma considerable el espacio
retro-protesis, disminuyendo la cantidad de lagrima y moco que puede acumularse en la

cavidad. Por ello, la presencia de implantes orbitarios en las cavidades anoftalmicas,
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ademas de las conocidas ventajas estéticas, parecen reducir la posibilidad de la
colonizacion conjuntival por bacterias patdgenas (Tabla 20).

Tabla 32. Relacion entre el tiempo de anoftalmia y la presencia o ausencia de implante orbitario.

NUmero de pacientes segun el

tiempo de anoftalmia an-valor
Oa3afios | 4a20afios | 21 afios 0 mas
Presencia de implante orbitario 19 11 3 < 0.001%*
Ausencia de implante orbitario 0 8 19 ’

& p-valor calculado con el estadistico Xz. **Diferencia estadisticamente muy significativa.

Por ultimo, resalta la asociacion estadisticamente significativa encontrada entre
el incremento de especies patdgenas, otra vez a costa del aumento de estreptococos, en
las muestras pre-protesis de las cavidades anoftalmicas izquierdas (ver apartado 3.2.1 de
Resultados). Una posible explicacion a este hallazgo es que, aunque no se ha registrado
en el estudio realizado, suponemos que la mayoria de nuestros pacientes eran diestros,
lo cual puede suponer una ventaja a la hora de lavar la cavidad anoftalmica si ésta es la

derecha.

3.2.2. Estado actual de la cavidad

La existencia de epifora se asoci6 a un mayor nimero de cultivos de S.
epidermidis en las muestras del espacio retro-prétesis, asi como a un mayor crecimiento
bacteriano, medido por D.O., en dicha localizacion (ver apartado 3.2.6 de Resultados).
Esto indica que la existencia de una mayor cantidad de fluido, puede favorecer el
crecimiento bacteriano, aunque no parece influir en el grado de patogenicidad ni en la
flora del ojo sano contralateral. Por el contrario, tanto la hiperemia como la presencia de
moco en la cavidad anoftalmica se relacionaron con una modificacion de la microbiota,
pero no de la flora de la cavidad, sino del ojo sano contralateral. Asi, se aislaron méas
patdgenos en los ojos sanos si existia hiperemia en la cavidad, y un crecimiento
bacteriano mas elevado en los cultivos de los ojos sanos si se observaba moco en la

cavidad (ver apartado 3.2.7 de Resultados).

Estos datos vuelven a poner de manifiesto la posible transferencia de

microorganismos desde la cavidad anoftdlmica al ojo sano contralateral, aunque la
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valoracion, bien del grado de epifora como de la hiperemia y presencia de moco, tiene
un componente subjetivo importante, tanto por parte del paciente como del investigador,

lo que limita su utilidad.

3.2.3. Tratamientos topicos empleados en la cavidad anoftalmica

En este punto se debe resaltar el escaso interés del empleo continuado de
antibioticos, ya que su uso, al igual que el suero fisiologico, no se asocidé con la
disminucion de grupo bacteriano alguno ni de la densidad bacteriana. Por el contrario,
los pacientes que empleaban lubricantes oculares presentaron un mayor numero de
bacterias corineformes, no patdgenas, en el espacio pre-protesis, mientras que los
pacientes que no empleaban tratamientos topicos mostraron un incremento de
estreptococos en la flora pre-prétesis (ver apartado 3.2.8 de Resultados). Basandonos en
estos resultados, podemos concluir que la limpieza con suero fisiolégico y el uso de
lubricantes oculares es aconsejable, debiendo evitarse el uso prolongado de antibioticos

o la ausencia de tratamiento tdpico.

3.3. Cuidados de la protesis ocular

Ni la antigiiedad de la protesis ni los productos de limpieza de la misma se
asociaron con una modificacion de la flora conjuntival. Por el contrario, la manipulacion
frecuente de la protesis, retirandola al menos una vez cada semana, se asocié con una
mayor presencia, en las muestras pre-protesis, de bacterias patogenas (SCP,
estreptococos, enterococos, bacterias Gram negativas y hongos) asi como de un
incremento en el crecimiento bacteriano (ver apartado 3.3 de Resultados). Nuestros
datos corroboran los obtenidos por Vasquez y Linberg (1989) quienes encuentran un
aumento significativo de bacterias Gram negativas en los pacientes considerados
manipuladores frecuentes. Probablemente, la reintroduccion de la prétesis arrastra
microorganismos de la piel hacia la cavidad, mientras que el roce mecéanico de la
extraccion y reinsercion de la protesis actuaria traumatizando la conjuntiva, como
ocurre en el sindrome de captura de moco (Kanski, 2002), donde la presencia de
secrecion hace que los pacientes se limpien la conjuntiva irritdndola y favoreciendo que

esta produzca de nuevo mas moco.
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4. Factores en relacion con la tolerancia subjetiva de la

proétesis ocular

Las variables del paciente y de la cavidad anoftalmica que se asociaron con una
mejor tolerancia subjetiva a la protesis ocular fueron: la ausencia de inflamacion de la
conjuntiva, la ausencia de tratamiento topico y la menor manipulacion de la prétesis
ocular (Tabla 21).

Las cavidades anoftalmicas sin hiperemia conjuntival ni moco se asociaron con
una mejor tolerancia subjetiva, lo cual es ldgico si pensamos que la hiperemia
conjuntival y la presencia de moco son dos variables asociadas entre si (p < 0,001) y
gue uno de los parametros que se valor6 como criterio para definir la tolerancia
subjetiva era, precisamente, la existencia de secrecion (ver apartado 1.3.2 de Materiales
y Métodos).

La asociacion entre la ausencia de tratamiento tépico y una tolerancia buena se
debe, probablemente, a que los pacientes que consideran que tienen una buena
tolerancia, no tienen la necesidad de emplear ningun tipo de tratamiento. EIl extremo
opuesto se observd en los pacientes que empleaban colirios antibidticos de forma
habitual, quienes solian presentar una tolerancia mala o regular, aunque en esta
comparacion (Tabla 21) no se alcanzoé el nivel de significacion estadistica (p = 0,096).
Por ello, como comentamos en el apartado 3.2.3 de Discusion, no parece recomendable
el uso prolongado de antibiédticos, ya que con ellos no se consigue disminuir la flora

patdgena ni mejorar la tolerancia.

El tercer factor que se asocié con una mejor tolerancia, fue la menor
manipulacion de la protesis ocular (Tabla 21). Nuestros resultados son similares a los
obtenidos por Pine et al. (2012) quienes observaron un incremento en el volumen y
viscosidad de la secrecion en pacientes que retiraban con frecuencia su protesis ocular.
Nuevamente se plantean varias explicaciones posibles a este hecho. Por un lado, al igual
que ocurre con los tratamientos tépicos, los pacientes con buena tolerancia, tienen
menos necesidad de retirar la protesis ocular, lo que a su vez, disminuye la agresion
mecanica de la conjuntiva y el arrastre de microorganismos desde la piel. Ademas, se ha
observado que tras un tiempo de uso, la protesis ocular se recubre de depdsitos
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mucoproteicos, que lejos de producir inflamacion la previenen (Pine et al., 2013). La
explicacién a este hecho podria ser que cierto grado de depdsitos sobre la protesis
mejora la lubricacion de ésta y disminuye el roce sobre la conjuntiva. Ademas aclararia
por qué el pulido de la protesis no ha demostrado ser un factor que mejore la tolerancia

de la misma (Vasquez y Linberg, 1989; Pine et al., 2012).

5. Influencia de la flora conjuntival en la tolerancia de la

protesis ocular

Otro de los objetivos de nuestro estudio consistia en determinar si la flora
conjuntival se asociaba de alguna manera con la tolerancia de los pacientes a su proétesis

ocular.

En este sentido, se observO que los pacientes con una tolerancia mala
presentaban en sus muestras pre-protesis una mayor densidad microbiana (p-valor:
0,005), medida como D.O. (ver apartado 5 de Resultados), y una mayor presencia de
microorganismos patogenos, tanto en las muestras pre-protesis (p = 0,038) como retro-
protesis (p = 0,003, ver Tabla 22).

Sin embargo, al analizar por grupos de microorganismos, solo se relaciond con
una mala tolerancia la presencia de bacterias Gram negativas a nivel retro-protesis
(Tabla 22). La unica concordancia de un grupo de bacterias con una tolerancia buena se
encontrd entre aquellos pacientes con positividad en sus muestras retro-proétesis al grupo
de los otros SCN diferentes de S. epidermidis (p-valor: 0,011, ver Tabla 22), lo que

parece confirmar el caracter poco agresivo, en general, de estas especies.

Nuestros resultados parecen estar en contradiccion con los publicados por
Vasquez y Linberg (1989), ya que refieren no encontrar diferencias en la flora de los
pacientes con mala tolerancia. Sin embargo, su estudio cuenta con menos pacientes, Yy,
ademas, no realizaron un analisis agrupando los microorganismos en funcion de la
patogenicidad. En su trabajo contaban con 12 pacientes con mala tolerancia, de los
cuales 9 resultaron positivos para microorganismos que consideramos patdgenos (SCP,
estreptococos, enterococos, bacterias Gram negativas u hongos). En nuestro estudio, de

10 pacientes con mala tolerancia 8 presentaron microorganismos patdgenos en la flora
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pre-protesis. Como vemos la proporcion es muy similar (75% vs 80%). En nuestro
trabajo, los pacientes con tolerancia buena o regular y presencia de microorganismos
patogenos fue del 44% (22/50), permitiendo obtener una diferencia significativa. Sin
embargo, en el estudio de Vasquez y Linberg (1989) desconocemos el numero de
pacientes con buena tolerancia y presencia de patdgenos, aungue si podemos calcular el
namero de cepas consideradas patdgenas, siendo 13 cepas en los 12 pacientes con mala
tolerancia y sélo 17 en los 28 pacientes con buena tolerancia. Ademas, la triple
correlacion encontrada entre: tolerancia mala — mayor densidad bacteriana — presencia
de microorganismos patogenos (Tabla 17), parece corroborar la existencia de
diferencias en la flora conjuntival en funcién de la tolerancia. No obstante, resulta
imposible establecer, con el disefio de nuestro estudio, la secuencia temporal en las
modificaciones de la flora, siendo dificil dilucidar si la modificacion de la flora es
previa a la mala tolerancia, o si es la irritacion conjuntival la que provoca la

modificacion de la flora.

6. Sensibilidad antibiotica de las bacterias de la flora

conjuntival

6.1. Tipos de antibidticos evaluados

Como se puede apreciar en la Tabla 23, los antibiéticos con un mayor uso en
forma de colirios (quinolonas, aminoglucésidos y macrolidos) fueron ampliamente
evaluados, especialmente entre los estafilococos. Los antibidticos betalactamicos, de
escaso uso topico ocular, se valoraron sobre todo en el caso de las bacterias Gram
negativas, aunque en todas las cepas de estafilococos se valord la sensibilidad a la
oxacilina, siendo este betalactdmico de gran importancia ya que permite establecer la

resistencia a la meticilina (ver apartado 6.3 de Discusion).

En total se estudiaron 28 antibioticos, de los cuales sélo 7 (ciprofloxacino,
levofloxacino, gentamicina, tobramicina, acido fusidico, cloranfenicol y eritromicina)
estan disponibles, actualmente, en forma de preparados comerciales de uso topico

ocular.
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Otros antibidticos evaluados, como la amikacina, clindamicina, rifampicina,
vancomicina y ceftazidima son de uso habitual en medio hospitalario, al prepararse
mediante formula magistral. El resto, aunque son poco habituales, pueden prepararse en
forma de soluciones oftdlmicas, aunque de amoxicilina con é&cido clavulanico,
cefoxitina, meropenem y aztreonam, no se encontrd ninguna publicacién que sugiera

que se pueden emplear de forma topica ocular.

6.2. Sensibilidad antibiotica por grupos de bacterias conjuntivales

Como podemos observar en la Tabla 24, los micrococos, las bacterias
corineformes y el grupo de los SCN distintos de S. epidermidis, presentaron una alta
sensibilidad a la mayoria de los antibidticos topicos oculares, mientras que otras

especies con mayor capacidad patogénica se mostraron menos sensibles.

Los grupos de bacterias con mayor tasa de resistencia a los antibidticos
evaluados fueron los enterococos y las bacterias Gram negativas. En relacion a estas
ultimas, cabe destacar el elevado porcentaje de resistencias respecto a quinolonas y a
aminoglucosidos, si tenemos en cuenta que, en otros estudios, las bacterias Gram
negativas de la flora conjuntival fueron sensibles a estos antibioticos en mas del 90% de
las cepas evaluadas (Lichtinger et al., 2012; Gentile et al., 2014). Incluso la ceftazidima,
una cefalosporina de tercera generacion empleada en forma de colirio reforzado en
pacientes con infecciones oculares severas (basicamente en Ulceras corneales o
endoftalmitis), s6lo presentd un 68% de sensibilidad (Tabla 24), cuando en pacientes
con endoftalmitis por bacterias Gram negativas mostré un 91,5% (Gentile et al., 2014).

La presencia de estas bacterias especialmente resistentes probablemente se deba
al uso indiscriminado de antibidticos que en muchas ocasiones acompafia a los
pacientes anoftdlmicos, cuando perciben un incremento de las molestias o de la
secrecion mucosa en la cavidad anoftalmica. Este dato, junto a la probable transferencia
de microorganismos de la cavidad anoftadlmica al ojo sano contralateral (ver apartado 2
de Discusion), debe hacernos sospechar de la presencia de microorganismos resistentes
en el caso de una infeccidn tras una cirugia endo-ocular en el ojo sano de un paciente

anoftalmico.
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En el caso de tener que tratar de forma empirica a un paciente con una
exposicion de material protésico oculopléstico, como puede ser un implante orbitario, y
en base a los datos obtenidos (Tabla 24), deberiamos emplear un tratamiento antibidtico
que fuera eficaz especialmente contra las bacterias patdgenas presentes en la conjuntiva
con mayor capacidad de adhesién y formacion de biofilm, como S. aureus y
S. marcescens (Figura 48) u otras bacterias Gram negativas, en especial P. aeruginosa y
K. pneumoniae (Izano et al., 2008; Petrova y Sauer, 2012; Juma y Forsythe, 2015). Para
actuar contra las bacterias Gram positivas deberiamos emplear rifampicina o
vancomicina, que muestran una elevada tasa de actividad antimicrobiana. Contra las
bacterias Gram negativas, y dado que en nuestro caso se ha producido una mejor
sensibilidad a la cefuroxima (cefalosporina de segunda generacién) que a otras
cefalosporinas de tercera generacion (como ceftazidima o cefotaxima), seria preferible
el uso de cefuroxima. Ademas, la cefuroxima es de uso comun en el tratamiento de
Ulceras corneales, generalmente combinada con aminoglucosidos (Kowalski et al.,
2013).

La otra posibilidad seria emplear vancomicina asociada a un aminoglucésido,
como la gentamicina o la tobramicina ya que estas suelen resultar muy eficaces contra
las bacterias Gram negativas (Lichtinger et al., 2012). Sin embargo, en nuestro estudio
la sensibilidad a los aminoglucdsidos s6lo ha sido del 70% por lo que podriamos
plantear como otra opcion més eficaz el cotrimoxazol de forma topica ocular (Ramos-
Esteban et al., 2008), puesto que en nuestra serie presentd una sensibilidad del 82%,

siendo la més alta entre las bacterias Gram negativas junto con el cefepime (Tabla 24).

A la hora de tratar pacientes con implantes expuestos, debemos tener presente
que la existencia de biofilms modifica la efectividad de los antibioticos, habiéndose
estimado que las bacterias con crecimiento en forma de biofilm son unas 1000 veces
menos susceptibles a los antibidticos (Samimi et al., 2013). Por el contrario, el uso de
antibioticos de forma preventiva, durante el proceso de implantacion de protesis y antes
de que se produzca la adhesion bacteriana, podria resultar efectivo, al eliminar células

en fase planctonica e impedir que lleguen a constituir un biofilm.

También en protesis parcialmente expuestas la presencia de antibioticos en el
medio disminuye la adhesion de las bacterias, dependiendo de la susceptibilidad

bacteriana y de la concentracion de antibiotico, como se ha demostrado con la menor

213



Discusion

adhesion de S. epidermidis a catéteres impregnados con rifampicina-sparfoxacina
(Katsikogianni y Missirlis, 2004) o la experiencia clinica recogida por diversos
cirujanos oculoplasticos de pacientes con implantes orbitarios expuestos que,
manteniendo un tratamiento antibiotico topico, no progresan a extrusion (Prada et al.,
2002; Custer y Trinkaus, 2007; Pongprayoon, 2008). Otra posibilidad terapéutica es el
uso de povidona yodada, ya que incluso en concentraciones sub-inhibitorias ha
demostrado impedir la formacion de biofilm de S. epidermidis y S. aureus, al inhibir la

activacion del operon icaADBC, productor de adhesinas (Oduwole et al., 2010).

Nuestros resultados muestran que todas las bacterias estudiadas de la flora
conjuntival son capaces de unirse, con mayor o menor eficacia, a la superficie de los
diferentes materiales probados. Por ello, proponemos que los pacientes que van a recibir
una protesis periocular y que habitualmente son tratados con antibidticos sistémicos
después de la intervencién, sean medicados uno o dos dias antes del procedimiento
quirdrgico, a fin de conseguir unos niveles plasmaticos de farmacos eficaces. De esta
manera, los antibi6ticos podran actuar sobre las posibles bacterias arrastradas por la
introduccién del dispositivo, ya que inicialmente, se encontraran en fase planctonica,
cuando son mas sensibles, y se evitara la constitucion de biofilms. Ademas, en las
protesis implantadas en el area periocular, el lavado de las mismas con antisépticos,
como la povidona yodada, parece mas adecuado que el uso de antibidticos como la
gentamicina, dada la elevada resistencia antibiotica observada (Tabla 24).

6.3. Relevancia de la presencia de S. epidermidis resistentes

Como ya hemos visto, S. epidermidis es la principal especie en la flora
conjuntival, constituyendo parte integral de la misma (ver apartados 4.1 de Introduccién
y 1.1 de Discusion). Ademas, estd muy adaptado a la presencia de agentes
antimicrobianos (Olson et al., 2010), como se comprob6 en nuestro estudio, al comparar
la sensibilidad a los antibidticos entre los diferentes tipos de estafilococos, donde se
observo una resistencia significativamente mayor de S. epidermidis frente a otros SCN y
a los SCP (Tabla 25).

De los 60 pacientes de nuestro trabajo, en el 95% (57/60) se identificd alguna
cepa de S. epidermidis, bien en la flora del ojo sano o de la cavidad anoftalmica (ver
apartado 6.2 de Resultados). Esta distribucién tan homogénea entre los pacientes
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favorecio que no se obtuvieran diferencias significativas al comparar la presencia de
S. epidermidis con las variables de los pacientes, tanto en sus caracteristicas
epidemioldgicas, como de su cavidad anoftalmica (donde so6lo se encontré un aumento
significativo de S. epidermidis en la flora pre-protesis de los pacientes con epifora; ver
apartado 3.2.6 de Resultados) o en su tolerancia a la protesis ocular. Sin embargo, al
analizar la presencia de cepas de S. epidermidis resistentes a varios antibioticos, se pudo
comprobar como el aumento de resistencias se asociaba con diferentes variables de los

pacientes (Tabla 26).

La relacion existente entre el incremento de cepas de S. epidermidis resistentes
al &cido fusidico y el sexo femenino, al igual que la mayor resistencia a la clindamicina
y amikacina en pacientes con depresién, o a las quinolonas en los pacientes con pérdida
de su globo ocular derecho, no nos parecen relevantes desde un punto de vista clinico.

Por el contrario, merece la pena destacar el aumento de resistencias de S.
epidermidis a varios tipos de antibioticos, tanto en los pacientes con pérdida del globo
ocular en los dltimos 3 afios, como con presencia de implante orbitario, 0 que
empleaban su primera prétesis ocular. Como comentamos en el apartado 3.2.1 de la
Discusidn, el tiempo de anoftalmia y la presencia de implante mantienen entre si una
fuerte asociacion estadistica (Tabla 32). Del mismo modo, también el empleo de la
primera protesis ocular se relaciona con el tiempo de anoftalmia (p = 0,001), lo que
resulta 16gico puesto que los pacientes con su primera prétesis suelen haber sido
intervenidos mas recientemente. Por ello, en este caso, parece mas razonable pensar que
es el menor tiempo transcurrido desde la intervencién quirdrgica el factor causal de una
mayor tasa de resistencia, puesto que en el postoperatorio de la intervencion se emplean

antibioticos tdpicos durante varias semanas.

De un modo similar, los pacientes con inflamacién de su cavidad anoftalmica
(presencia de moco o de hiperemia conjuntival) o con una manipulacion frecuente de la
protesis presentaron S. epidermidis con una resistencia elevada a quinolonas,
aminoglucosidos, betalactamicos y clindamicina (Tabla 26). La explicacion mas
plausible es que, aunque en el momento de realizar nuestro estudio ya no emplearan
antibioticos, los habrian utilizado recientemente. De hecho, el uso actual de antibiéticos

solo se relaciond con el incremento de resistencias a los aminoglucésidos,
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probablemente por ser la tobramicina uno de los antimicrobianos tdpicos mas

empleados.

La resistencia a betalactamicos, farmacos de especial interés clinico en el
tratamiento de las infecciones intraoculares (ESCRS, 2007), la valoramos por la
existencia de estafilococos meticilin resistentes. Aunque la prueba de referencia es la
deteccion del gen mecA por PCR, la resistencia a la oxacilina es una prueba empirica
aceptada por el CLSI para realizar este diagnostico (Olson et al., 2010; Horna et al.,
2015). De este modo, como se puede calcular en la Tabla 24, obtuvimos una tasa de S.
aureus resistentes a meticilina (SARM) del 25% y de S. epidermidis resistentes a
meticilina (SERM) del 30%, en linea con lo publicado por otros autores, quienes
determinaron un 29% de SARM y un 47% de SERM en la flora conjuntival de pacientes
programados para cirugia de cataratas (Olson et al., 2010).

Estos datos deben hacernos reflexionar sobre la pérdida de sensibilidad
antimicrobiana en S. epidermidis por el uso indiscriminado de antibidticos, y el
mantenimiento de estas resistencias en el tiempo, aunque el empleo de antimicrobianos

fuera puntual o cuando ya no se estén utilizando.

Los SCN los consideramos, en general, especies saprofitas que probablemente
actuan como una flora defensiva impidiendo la adhesion de microorganismos patdgenos
(ver apartados 3y 5.3.1 de Introduccion). Sin embargo, debido a su elevada prevalencia
en la flora conjuntival, S. epidermidis es la bacteria que mas Ulceras corneales (Schaefer
et al., 2001) y endoftalmitis (Gentile et al., 2014) produce, aunque la evolucion de estas
infecciones es mucho mejor cuando son causadas por S. epidermidis que por otras
especies, en concreto, estreptococos y enterococos (EVSG, 1996; Carrim et al., 2009).
No obstante, esta situacion podria cambiar en los proximos afios por el incremento de
resistencias en S. epidermidis debido al abuso de antibidticos, o que comprometeria su
tratamiento y supondria un peor prondstico para los pacientes. Con el fin de evitar el
uso inadecuado de los antibi6ticos, recientemente se han planteado diferentes estrategias
para controlar las especies constituyentes de las microbiotas de diferentes epitelios, en
base a productos prebidticos y microorganismos probidticos (Monteagudo, 2010). Asi,
se ha comprobado que algunas sustancias naturales no téxicas, como la genisteina,
favorecen la adhesién de S. epidermidis frente a bacterias patdgenas, como S. aureus

(Morén et al., 2014), lo que abre la posibilidad de regular una flora habitual constituida
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por S. epidermidis sin requerir del uso de antibidticos ni incrementar las resistencias, lo

que podria tener aplicaciones a nivel de la flora conjuntival humana.

7. Evaluacion de la adhesion y formacion de biofilm

7.1. Cinética del crecimiento bacteriano

Segun las graficas mostradas en la Figura 47, y tomando como cepa control L.
rhamnosus (microorganismo probidtico de la flora intestinal) podriamos clasificar las
cepas estudiadas en funcion de su crecimiento, como: muy elevado (S. aureus y S.
marcescens), elevado (S. epidermidis, S. hominis y C. amycolatum) y bajo (A.
calcoaceticus). Esta capacidad de crecimiento, concuerda con las caracteristicas clinicas
de estos microorganismos (Tabla 6), donde se observa como las bacterias con mayor
capacidad patégena (S. aureus y S. marcescens), también presentan un mayor

crecimiento.

Ademas, las curvas de crecimiento de estas bacterias se correlacionan con los
datos obtenidos de los 29 pacientes en los que se midid la densidad microbiana
conjuntival (ver apartado 1.4.6 de Materiales y Métodos). Asi, las muestras de los
pacientes con SCP presentaron una mayor densidad microbiana (ver apartado 2 de
Resultados) y en el crecimiento in vitro, fue S. aureus la cepa que alcanzé un
crecimiento mas elevado (ver apartado 7.1 de Resultados). En el caso de las muestras de
los pacientes con presencia de bacterias Gram negativas no pudo establecerse una
diferencia estadistica en cuanto a la densidad microbiana (Tabla 17), que se ajusta con
la importante variabilidad en el crecimiento encontrada entre S. marcescens y A.

calcoaceticus, ambas especies Gram negativas (Figura 47).

De esta manera, las especies patdgenas, con mayor capacidad de crecimiento,
pueden desplazar a las bacterias de crecimiento mas lento, tipicas de la flora habitual, al
limitar los nutrientes y el espacio disponible (Fujikawa et al., 2014), produciéndose una
disbiosis. Cuando las bacterias patdgenas alcanzan una masa celular critica, los
mecanismos de defensa del hospedador resultan insuficientes y se desarrolla la

enfermedad (ver apartado 3 de Introduccidn).
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7.2. Cinética de adhesion bacteriana

Como se aprecia en la Figura 48, existen notables diferencias en la capacidad de
unién, sobre una misma superficie de poliestireno, de las distintas cepas bacterianas
estudiadas. Al igual que en las curvas de crecimiento, las especies patdgenas, S. aureus
y S. marcescens, presentaron una adhesion muy superior a la cepa de referencia,
L. rhamnosus. Por el contrario, las bacterias saprofitas exhibieron una asociacion a la
superficie solo ligeramente superior a la cepa control, como las dos cepas de S.

epidermidis, o claramente inferior como S. hominis, C. amycolatum, y A. calcoaceticus.

Comparando las curvas de adhesion (Figura 48) con las de crecimiento (Figura
47), observamos que no siguen necesariamente una proporcionalidad. Asi, especies con
una proliferacion considerable, como S. hominis o C. amycolatum, se unieron de forma
escasa al poliestireno. Algo similar ocurre cuando comparamos S. aureus y S.
marcescens, pues si bien S. aureus presentd un mayor crecimiento que S. marcescens,

ésta mostrd, sin embargo, una mayor adhesion.

Estas cinéticas diferentes se correlacionan, en nuestra opinion, con los datos
clinicos y epidemiolégicos conocidos de las distintas especies bacterianas (Tabla 6). Asi
por ejemplo, las curvas de crecimiento y adhesion en el caso de las dos cepas de S.
epidermidis, que muestran una proliferacion moderada y lenta junto con una adherencia
superior a la cepa control, concuerdan con una especie saprofita bien adaptada a su
entorno, ya que puede asociarse adecuadamente a la superficie mucosa sin una divisién
celular excesiva que pudiera desencadenar una situacion patoldgica. En la practica, esto
se traduce por la gran prevalencia de S. epidermidis en las floras cutdnea y conjuntival
(ver apartado 4.1.1 de Introduccion). Por el contrario, las especies con crecimiento
moderado o bajo y escasa adhesion (S. hominis, C. amycolatum, y A. calcoaceticus)
corresponden, como se ha podido comprobar en la flora conjuntival obtenida (Tablas 10
y 11), a especies saprofitas ocasionales y mas labiles, ya que su union a las superficies
biodticas serd més precaria. Por Gltimo, el elevado indice de proliferacion, junto con su
potencial toxico y su gran capacidad de adhesién, justifican el comportamiento clinico
patdgeno de S. aureus y S. marcescens (Alonso et al., 1994; Foster et al., 2014), asi

como su presencia limitada en la microbiota conjuntival normal.

En definitiva, la capacidad de adhesion, reconocido factor de supervivencia en

una bacteria (Davies et al., 1998; Foster et al., 2014), permite que las diferentes
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especies compitan entre si, induciendo sus caracteristicas de patogenicidad o simbiosis

sobre la microflora.

7.3. Cuantificacion de la adhesion bacteriana sobre diferentes

materiales

Los materiales elegidos para estudiar la adhesion, se seleccionaron en base a los
principales grupos de materiales protésicos empleados en cirugia oculoplastica (ver
apartado 2.4 de la Introduccién): ceramicas como el cristal, empleado en los tubos de
Jones; metales como el acero que, aunque de uso escaso, también se ha empleado en
tubos de drenaje lagrimal o de humor acuso (EXPRESS®); y polimeros, bien de
superficie lisa (resina acrilica de prétesis ocular, teflon, silicona de implante orbitario y
silicona de tapones de uso en laboratorio), de superficie semi-lisa (ldminas de
reconstruccion de paredes orbitarias de polietileno de alta densidad, con poros de 400
um en una cara y sin ellos en la otra) y rugosa (lamina de PPAD con ambas caras
porosas). Las medidas obtenidas a partir de la resuspension de las células adheridas a
cada plaquita de material, ajustandolas por mm? de superficie de la plaquita y
presentadas como el logaritmo de las UFC por ml, pueden observarse en la Figura 49.
En ella se aprecian importantes diferencias, tanto entre los diversos materiales como

entre las diferentes cepas bacterianas, que a continuacion pasamos a comentar.

En primer lugar, al comparar las graficas de union a distintos materiales con las
curvas de adhesion sobre el poliestireno (Figura 48), Ilama la atencion el bajo recuento
de UFC obtenidas en S. marcescens, inferior en todos los materiales al microorganismo
de referencia, L. rhamnosus, mientras que sobre el poliestireno casi quintuplico (4,95
veces) el maximo valor alcanzado por esta cepa control. La explicacion a este fendmeno
creemos que esta en la diferente metodologia empleada, ya que la tincién con cristal
violeta permite evaluar todas las células adheridas a una superficie, mientras que el
recuento de UFC evalla solo el numero de individuos viables asociados a dicha
superficie. Ademas, el metabolismo celular de S. marcescens es especialmente rapido
como puede deducirse de su curva de crecimiento (Figura 47) y de las visualizaciones

bajo microscopia electrénica de sus cultivos (Figura 52).

Otro detalle interesante, es la notable discrepancia en el perfil de adhesion entre

las dos cepas de S. epidermidis, siendo mas elevada y homogénea la asociacion a los
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materiales de la cepa S. epidermidis HL. Como se coment6 en el apartado 5.2.2 de la
Introduccion, pequefias variaciones genéticas, entre distintas cepas de la misma especie,
pueden traducirse en alteraciones en la composicion molecular, tanto de la superficie
bacteriana como de su matriz extracelular (Wozniak et al., 2003; Colvin et al., 2012).
Esto, combinado con las distintas caracteristicas fisico-quimicas de los materiales,
repercute en la adhesion y formacion de biofilm de forma preferente, segin la cepa
bacteriana, sobre unas superficies u otras. Tanto S. epidermidis HL como S. aureus,
ambas cepas aisladas de pacientes, mostraron una notable adhesion a todos los
materiales, no destacando diferencias entre ellos, como cabe presuponer en bacterias

adaptadas a la supervivencia en una mucosa hostil y en competencia con otras especies.

Respecto al principal objetivo de este experimento (comprobar si existian
diferencias en la resistencia a la colonizacién bacteriana entre diversos materiales
protésicos y en caso afirmativo, determinar cuales tenian un comportamiento mejor y
peor) se observd cémo S. epidermidis CECT, C. amycolatum, A. calcoaceticus, S.
marcescens Yy nuestra cepa control, L. rhamnosus, se adhirieron de forma
significativamente mayor al PPAD rugoso frente a otros materiales; mientras que S.
hominis y S. marcescens se unieron significativamente menos a la silicona de implante

orbitario, respecto a otras superficies.

Las diferencias entre estos dos materiales resultan mas facilmente apreciables al
relativizar los valores de adhesion para cada cepa (Tabla 27), que traducen una mayor
unién al PPAD poroso y una mejor resistencia a la colonizacién bacteriana por parte del
implante de silicona. Esta diferencia, que resultd significativa (Figura 50), no parece ser
atribuible a la composicion de los mismos, teniendo en cuenta que el polimero con el
que esta fabricado el PPAD rugoso es exactamente el mismo que el polietileno semi-
liso, y que entre este material y la silicona de implante no se encontraron diferencias
significativas. Por lo tanto, debemos pensar que la principal causa de esta mayor
adhesion al material rugoso es la mayor superficie de éste, mas que a la propia
naturaleza del material. Los implantes orbitarios de PPAD tienen unos canales que
oscilan entre los 100 pm y los 1000 um de diametro (Mawn et al., 1998), lo que podria
incrementar su superficie en un 700% (Braem et al., 2014). Ademas, como se observa

en la Figura 51, la superficie del PPAD rugoso, a escala bacteriana, es lisa.
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No obstante, y a pesar de que no se encontraron diferencias significativas, la
Figura 50 sugiere que podrian intervenir otros factores ademas de la mayor superficie de
los materiales porosos, al ser inferior la adhesion en silicona, tanto de implante orbitario
como de tapon de laboratorio, frente a otros materiales también plasticos y lisos como el
teflon. Este hecho pondria de manifiesto la importancia de otros factores de las
superficies en la adhesion microbiana, como las cargas electrostaticas o su
hidrofobicidad (Tegoulia y Cooper, 2002; Baillif et al., 2010; Braem et al., 2014),

aunque en nuestro trabajo no han sido analizadas.

Por lo tanto, existen diferencias en la adhesion bacteriana a distintos materiales
oculoplasticos, al igual que se encontraron en otros tipos de prétesis oftalmoldgicas,
como en las LIO (Garcia-Saenz et al., 2000) o en los tapones lagrimales (John et al.,
2001). Seleccionando el material de fabricacién de la prétesis que empleemos, podemos
dificultar la adhesion de determinados microorganismos y como consecuencia su
proliferacion (ver apartado 5.3.3 de Introduccion). Esto nos permite recomendar el
empleo de implantes orbitarios de silicona, no porosos, en aquellos casos en los que
exista una alta probabilidad de infeccion, como puede ser en pacientes cuya
evisceracion se realice por una endoftalmitis, especialmente si presentan niveles

elevados de leucocitos en plasma (Bee et al., 2014).

Para finalizar, debemos resaltar que aunque hemos empleado esta metodologia
para valorar fundamentalmente materiales oculoplasticos, en concreto implantes
orbitarios, podria aplicarse a otros tipos de protesis oftalmoldgicas, ya que las bacterias

que pueden colonizarlos son las mismas.

7.4. Estudio electromicroscopico de los materiales y del biofilm

El estudio de la superficie de estos materiales con el microscopio electronico de
barrido (Figura 51), no mostro irregularidades de un tamafio en el que pudieran encajar
las bacterias, considerando que los cocos tienen un didmetro promedio de 1 um. En el
caso del acero, si se observaron unos surcos que, en algunos sitios, podrian facilitar la
adhesion bacteriana. Sin embargo, como se aprecia en la Figura 50, comparando la
adhesion relativa del acero y del cristal (material con la superficie mas lisa

aparentemente), no se observé diferencia alguna. El resto de los materiales presentan
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una superficie lisa, incluido el PPAD rugoso, puesto que los poros que presenta son de

tamafno muy superior al de las bacterias.

Ademas de las caracteristicas topograficas del sustrato, cada especie bacteriana y
cada cepa muestra una capacidad de adhesion y formacion de biofilm variable, como se
expuso en el apartado 7.3 de Discusion. Dado que los diferentes grados de madurez del
crecimiento en comunidad bacteriana se pueden evaluar mediante la visualizacion con
microscopia electrénica (Post, 2001), estudiamos cultivos de nuestras cepas bacterianas,
representantes de la flora conjuntival. Tras realizar una incubacion prolongada sobre
placas de teflon, a fin de someter a las células a un medio mas estresante y estimular un
crecimiento mas inactivo y de supervivencia, el grado de madurez de los biofilms
observados presentd una importante variabilidad entre las distintas cepas (Figuras 52 y
53), coincidiendo, notablemente, con el esperado a tenor de las gréficas de adhesion al
poliestireno (Figura 48). Asi, S. marcescens, S. aureus Yy S. epidermidis HP, los
microorganismos que habian mostrado una mayor asociacion al poliestireno a las 24
horas, desarrollan un biofilm maduro, con microcanales en su base y abundante matriz
extracelular (Costerton et al., 1999), degenerando a partir de las 72 horas. A las 48
horas, dependiendo del metabolismo de cada cepa, se pueden encontrar diferencias
Ilamativas. Asi, en el caso de S. marcescens, aunque comienzan a producirse algunas
pérdidas celulares, de acuerdo con el rapido metabolismo de esta especie (Figura 47),
existen areas con una buena vitalidad y biofilms maduros (Figura 52E). S. hominis,
conforme a lo esperado por su escasa adhesion al poliestireno, tan solo alcanza el grado
de microcolonia (ver apartado 5.2.3 de Introduccidn), presentando una minima matriz
extracelular. Curiosamente, C. amycolatum forma un biofilm maduro, pese a haber
mostrado una escasa adhesion al poliestireno (Figura 48). Una posible explicacion a este
hecho, es que la abundante matriz extracelular de C. amycolatum, tenga unas
caracteristicas fisico-quimicas que no sean adecuadas para la adhesion firme a las
superficies abidticas, puesto que también mostré una escasa adhesion a la mayoria de
los materiales de bioadhesion utilizados (Figura 49).

Por lo tanto, podemos constatar la importante variabilidad existente en el grado
de madurez del crecimiento celular en comunidad entre las distintas cepas y debemos
sefialar su correlacion, en general buena, con la medicion de la adhesion en poliestireno

mediante el método del cristal violeta.
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Por dltimo, se valoraron las superficies de implantes orbitarios expuestos en
pacientes anoftalmicos. En ellos, a pesar de presentar cultivos negativos en las muestras
enviadas al servicio de Microbiologia, se observaron bacterias firmemente adheridas a
su superficie (Figura 55), corroborando lo publicado por otros autores (Fux et al., 2005;
Samimi et al., 2013). Debemos por tanto considerar, independientemente de los cultivos
obtenidos, que siempre existe un biofilm adherido a la superficie expuesta de un
implante, y por ello, realizar siempre una eliminacién mecénica del biofilm (Wu et al.,
2015), fresando la superficie, antes del recubrimiento del implante con colgajos de
Tenon o con injertos. En el caso de que consideremos, por diversas circunstancias, un
tratamiento expectante, es importante que la flora que constituya este biofilm sobre el
implante sea lo menos agresiva posible. La formacion de un biofilm con microflora
saprofita dificulta la colonizacidn por especies patogenas, y esta en el origen de la buena
evolucion en algunos casos de exposicion de implante orbitario no tratado (Prada et al.,
2002; Custer y Trinkaus, 2007; Pongprayoon, 2008).
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La flora conjuntival de las cavidades anoftdlmicas y de los o0jos sanos
contralaterales ha diferido entre si significativamente. En las cavidades
anoftalmicas se ha constatado un incremento de la densidad microbiana (medida
como absorbancia espectrofotométrica y como numero total de cultivos
positivos), asi como un incremento especifico de bacterias Gram negativas y
estreptococos. Por el contrario, no se han objetivado diferencias en la flora de la
cavidad anoftalmica entre el espacio pre-prétesis y retro-protesis.

Existe una transferencia de microorganismos entre la cavidad anoftalmica y el
0jo sano contralateral, ya que se ha apreciado una correlacion positiva entre la
absorbancia espectrofotométrica de los cultivos pre-prétesis de las cavidades y
los cultivos de la flora conjuntival de los ojos sanos.

La flora conjuntival se modifica de acuerdo a determinados factores. La edad se
ha asociado con un incremento de la flora de los ojos sanos. Se ha constatado
una mayor presencia de microorganismos patdgenos, en los o0jos sanos, si la
cavidad anoftalmica estaba inflamada. El uso continuado de antibiéticos tdpicos
en la cavidad anoftdlmica no ha demostrado ser atil para disminuir la flora
conjuntival patogena. Otros factores como el tiempo de anoftalmia, el lado
izquierdo de la cavidad, la ausencia de implante orbitario o la manipulacion
frecuente de la protesis, se asociaron con un incremento de la flora patégena en
la cavidad.

La tolerancia subjetiva a la protesis ocular fue significativamente mejor en
aquellos pacientes con una cavidad anoftdlmica sin inflamacién, que no
empleaban medicamentos tdpicos y que manipulaban escasamente su protesis.
Por otro lado, se ha asociado con una peor tolerancia a las prétesis oculares la
presencia en la cavidad anoftdlmica de una mayor densidad microbiana, en
concreto de bacterias consideradas patdgenas y, especialmente, las bacterias
Gram negativas. Por el contrario, los estafilococos con actividad coagulasa
negativa, excluido S. epidermidis, se han relacionado con una mejor tolerancia
de la protesis.

Las bacterias Gram positivas aisladas de la conjuntiva han resultado muy
sensibles a vancomicina y rifampicina, mientras que las bacterias Gram
negativas han presentado una considerable tasa de resistencia, tanto a los
aminoglucosidos como a las cefalosporinas de tercera generacién, siendo mas

sensibles a la cefuroxima, cefepime y cotrimoxazol. Las quinolonas y los
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macrolidos han presentado, tanto en bacterias Gram positivas como negativas,
una menor eficacia antibacteriana. Se ha constatado una importante tasa de
resistencia de S. epidermidis a diferentes antibioticos, relacionada con la pérdida
ocular en los ultimos tres afios y el consiguiente uso de antimicrobianos.

7. Las bacterias de la flora conjuntival seleccionadas, han mostrado capacidad de
adhesion a diferentes superficies, llegando a constituir biofilms maduros. Se ha
constatado la mayor capacidad de adhesion y proliferacion de las bacterias con
mayor patogenicidad. Respecto a los materiales oculoplasticos, los porosos
presentaron una mayor adhesion bacteriana, siendo la silicona el material con
menor adhesién. En los implantes orbitarios expuestos de pacientes
anoftalmicos, se ha podido identificar microorganismos adheridos a su

superficie, a pesar de tener un cultivo microbioldgico negativo.

En base a las conclusiones de nuestro trabajo, y dado el caracter clinico y practico
que hemos pretendido en este estudio, nos gustaria proponer las siguientes

recomendaciones para mejorar la calidad asistencial a los pacientes anoftalmicos:

i.  Considerar elevado el riesgo de endoftalmitis en la cirugia intraocular del
0jo sano contralateral y extremar las medidas antisépticas y antibidticas.

ii. Evitar el uso prolongado de antibi6ticos topicos en la cavidad
anoftalmica, asi como la manipulacion frecuente de la protesis ocular, a
fin de mejorar la tolerancia de la misma.

iii.  Considerar que todo implante orbitario expuesto puede estar colonizado
por microorganismos formadores de biofilms, por lo que el tratamiento
médico deberia combinar antibidticos tdpicos (vancomicina con
cefalosporinas) o emplear antisépticos como la povidona yodada. En el
tratamiento quirurgico sin extraccion del implante, recomendamos fresar
la superficie expuesta varios milimetros antes de cubrir el defecto con
colgajos o injertos libres.

iv.  Por ultimo, en caso de sospechar infeccion en la zona de introduccion del
implante orbitario, bien por existir endoftalmitis o por exposicion previa
de otro implante, aconsejamos emplear un implante orbitario no poroso,

preferiblemente de silicona.
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