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RESUMEN

Es comin que prétesis metalicas infectadas deban ser extraidas del paciente ya que por los métodos
convencionales suele ser dificultoso limpiar la infeccion. En este contexto se ha observado y estudiado un
fendmeno fisico que describiremos y al que se dio en llamar “Pila de migracion bacterial”. El enunciado
gue describe este principio seria como sigue. Dadas dos placas enfrentadas, una colonizada con bacterias
conocidas y la otra estéril y dentro de un liquido conductor, cumpliendo ambas placas con caracteristicas
quimicas y metaltrgicas definidas, es posible hacer migrar las bacterias de la placa infectada a la limpia,
hasta limpiar la placa inoculada, eliminando totalmente las unidades formadora de colonias. Se ha
trabajado con dos tipos de cultivos: levaduras y Staphylococcus aureus, bacterias causales de la mayor
parte de las infecciones intrahospitalarias. Con resultados alentadores, confiamos que en un futuro préximo
podamos con este medio limpiar totalmente, protesis infectadas en pacientes.
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ABSTRACT

It is common that infected prostheses should be removed from the patient when it is difficult or irreversible
remove the infection. In this context a physical phenomenon has been observed and studied, which found no
precedents, and that was called "Bacterial cell migration™. The wording that describes this principle would
be as follows. Given two facing plates, one known colonized with bacteria and other sterile and in an
electrically conductive fluid, fulfilling both plates with defined chemical and metallurgical characteristics, it
is possible to migrate the bacteria from the infected plate to the clean plate, completely eliminating the
colony forming units. We have worked with two different cultures: yeast and Staphylococcus aureus, which is
one of the bacteria that cause most hospital infections. We hope that with the implementation of this method
we can completely clean infected prosthesis in patients, in the near future.



1. INTRODUCCION

Un problema desafio en los proximos afios seran las infecciones y los medios para contrarrestarlas, en
especial si se tiene en cuenta las mutaciones de los gérmenes. Este estudio particulariza la colonizacién de
una protesis metélica y su desinfeccion no convencional. La colonizacién de bacterias en una protesis
genera en un paciente infecciones tan serias que en la mayoria de los casos se obliga a quitar la pieza
metalica con una nueva intervencidén quirdrgica. Curado de la infeccion el paciente debera ser
nuevamente intervenido para instalar una nueva pieza en lugar de la anterior. Podemos deducir de aqui
que el costo en dinero y en trastornos humanos es muy significativo.

Se ha reportado que con un campo eléctrico alternativo, es posible inhibir el crecimiento microbial de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa [1]. Un trabajo de S. Pickering et al [2] describe la
forma de incrementar la eficacia del antibiético con la aplicacion de un campo electromagnético sobre
implantes ortopédicos. El efecto bio-eléctrico descripto por Khoury et.al [3] muestra como se incrementa
la susceptibilidad al antibiotico de un biofilm bacterial en presencia de un campo eléctrico de una
densidad de corriente de 15 pA/cm®.

Como consecuencia de otro trabajo de nuestra investigacion [4] y estudiando la influencia de distintos
metales en la inoculacion de bacterias pudimos observar que sistematicamente algunos eran mas afin a ser
colonizados que otros.

Estas observaciones nos permitieron pensar que tal vez seria posible evitar la inoculacién, o mejor adn
quitar las bacterias de una probeta colonizada. Esto es lo que se transformé en el objetivo de la
investigacion. Para ello se instal6 dentro del laboratorio de materiales un laboratorio microbiol6gico.

La consecuencia de este trabajo promovio el desarrollo o descubrimiento de lo que se dio en llama “pila
de migracion bacterial” y que se describira mas adelante.

El objetivo planteado es que separando in vitro las bacterias de las prétesis inoculadas, se estaria frente a
un principio de sistema para poder desinfectar protesis sin quitarlas del paciente. Este concepto genera
una expectativa muy grande en el traumat6logo porque si se logra el objetivo se evita tener que intervenir
guirdrgicamente mas de una vez.

Las hipotesis formuladas fueron que si las bacterias en el medio acuoso tienen carga eléctrica negativa
serian atraidas eléctricamente a la protesis que tiene una masa mucho mayor y que puede presentar
superficialmente carga positiva. Esto podria explicar porque las bacterias colonizan algunos metales mas
que a otros y otros metales son dificiles de inocular.

Este trabajo que estd descrito desde lo empirico muestra las observaciones experimentales de un
fendmeno del cual aln no existe una formulacion matematica , es un principio aun no matematizado y no
tiene en cuenta las variables que conforman este fenémeno.

Estos ensayos estan hechos in vitro pero la utilizacién del conocimiento y su profundizacién lleva a
nuevas técnicas de tratamiento y esto representa un avance en el conocimiento cientifico del paradigma
gue en este momento son las prétesis metalicas, en especial las de acero inoxidable.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL / METODOLOGIA

Se trabajé con 2 tipos de microorganismos, a) en el Laboratorio de Materiales se empled levadura
comercial (Sacaromise spp) y b) se realizaron experiencias con la bacteria S. aureus, las cuales fueron
realizadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNL, con el
objetivo de validar los resultados obtenidos con las levaduras.

En todos los pasos se garantiz6 una atmoésfera estéril trabajando entre mecheros y todo el material de
vidrio utilizado fue esterilizado por calor seco durante 120 minutos a 270 °C. Para el desarrollo de las
levaduras se empleé como medio de cultivo jugo de uva pasteurizado. En un erlenmeyer estéril se
colocaron 4g de levadura y se agregaron 200 mL de medio de cultivo y se colocaron dentro del cultivo
probetas metélicas, previamente esterilizadas, de distintos tipos de materiales, tales como Cobre, acero
inoxidable, Aluminio, Magnesio y Titanio y se dejaron colonizar. En cada caso se fotografié con el
microscopio metalogréfico a los efectos de registrar la cantidad de levaduras que se habian adherido al
metal.

Luego se emplearon las probetas colonizadas para el armado de la pila, cuyo funcionamiento se describe
en la Figura 1. La placa 1, que ha sido colonizada por alguno de los microorganismos, se sumerge en un
bafio de solucién fisioldgica estéril, junto a otra placa (2) de similar superficie a la anterior y més electro
positiva, pero estéril. Luego se conectan por fuera ambas placas formandose una pila en cortocircuito. De



este modo comienza la migracién bacterial (y de levaduras) desde 1 hacia 2. Llamaremos electronegativo
aquel metal que acepta electrones con facilidad, y en una pila cumple la funcién de anodo (+), y
Ilamaremos electropositivo al metal que cede electrones con facilidad, y cumple la funcion de catodo (-).
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Figura 1. Esquema de funcionamiento de la pila de migracién bacterial

2.1 Experiencias con levadura
Las levaduras empleadas tienen las ventajas de ser inocuas para la salud humana y permiten sacar
conclusiones sobre su comportamiento que pueden extrapolarse al caso de bacterias. Ademas son de un
didmetro facilmente reconocible al microscopio metalogréfico tal como se observa en la Figura 2.

2.2 Experiencias con S. aureus
En los ensayos realizados en el Laboratorio de Microbiologia (FBCB-UNL) se aplicé un sistema similar
al nuestro en cuanto a la colonizacion de las probetas y posteriores enjuagues sucesivos donde se
realizaron recuentos de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), para determinar las bacterias viables
remanentes en las probetas.
Estos ensayos se hicieron del siguiente modo: se colocaron dos probetas de acero inoxidable 316L, una
con imperfecciones superficiales metalmecanicas y otra perfectamente pulida, dentro de un recipiente con
un medio de cultivo con S. aureus y se incubd durante 24 horas. Luego se retiraron y se enjuagaron con
solucion fisioldgica estéril. Luego se los colocaron individualmente en vasos de precipitado estériles, con
una solucion del antibidtico Cefazolina sodica (Northia) en una concentracion de 32 pg/ml, equivalente a
la usada en pacientes, junto con otro metal electropositivo respecto al acero, y se lo dej6 actuar durante
siete horas. Luego se retiraron las probetas y se realizaron enjuagues sucesivos, determinandose en cada
uno de ellos las UFC/ml. En la Figura 3 se observa una placa de acero inoxidable inoculada con S.
aureus, la cual fue un blanco realizado para saber si las probetas se habian colonizado o no.
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Figura 2. Placa de cobre colonizada con levaduras. Figura 3. Placa de acero inoculada con S. aureus.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Experiencias con levadura
Lo que se pudo apreciar en los ensayos con levaduras fue que los metales méas electronegativos adsorben
mas rapidamente mayor nimero de levaduras, y en la medida que se desciende en la escala de
electronegatividad la cantidad de levaduras adheridas es menor y el tiempo necesario para que se adhieran
es mayor.
Con esto se puede llegar a pensar que la fuerza impulsora de la interaccién entre los microorganismos y la
superficie de los metales es la carga eléctrica, ya que las levaduras son eléctricamente negativas y son
atraidas como en una pila por el metal electropositivo.
Esto llevd a una nueva hipotesis, teniendo en cuenta que el material del que nosotros nos ocupamos es
acero inoxidable 316 L y que es méas electronegativo que el Al, el Mg o el Zn, y que se inocula con
facilidad, si se forma una pila entre el acero inoxidable inoculado y otro metal mas electronegativo se
generaré una corriente del negativo al positivo, pero si se conectan ambas placas la corriente es inversa y
lo que era positivo se hace negativo. Esto significa que si la placa esta inoculada por ser electronegativa,
luego con carga negativa deberia expulsar las levaduras (o bacterias) y hacerlas migrar de la placa
inoculada.
Luego de las experiencias realizadas se llegd a enunciar el siguiente principio: “ Dada dos placas
enfrentadas dentro de un liquido electro conductor, una electro positiva, y otra electro negativa respecto
de la anterior, generando una diferencia de potencial entre ambas, donde la electronegativa esta inoculada
con un microorganismo (levaduras o bacterias) y la electropositiva esta totalmente estéril, enfrentadas a
una distancia determinada y se conectan por fuera creando un cortocircuito, entonces los
microorganismos que estan en la superficie contaminada pasaran a la superficie estéril hasta quedar la
placa totalmente libre.
Lo observado es que el sistema desarrollado funciona, y si la placa 1 esta suficientemente pulida quedara
totalmente limpia luego de un tiempo caracteristico de cada modelo. En el caso que se haya formado
biofilm, éste se elimina durante el evento o se transforma en una especie de barro seco (Figura 4).

3.2 Experiencias con S. aureus
En cuanto a los resultados de validacidon con S. aureus, el resultado fue similar y se logré limpiar las
probetas contaminadas. En la probeta perfectamente pulida luego del primer enjuague se dejaron de
contabilizar UFC, lo que indica que rapidamente las bacterias fueron expulsadas. En la probeta con
defectos metalmecéanicos la reduccion de las UFC fue mas lenta, pero luego de 4 enjuagues ya no se
pudieron determinar las UFC.

. e o M s o - g%
Figura 4. Biofilm transformado en barro. Figura 5. Placa de acero rayada y colonizada con
levaduras.

La pila de migracion bacterial constituye un principio que puede ser aplicado e incluso extrapolado a
otras formas y no necesariamente en forma de taxativa. Por supuesto que al ser una primera parte del
trabajo, aun se debe estudiar y legislar el rol que juegan todas las variables en este fenémeno.

La migracion se logra con mayor eficiencia cuanto méas lisas son las superficies y menos defectos
metalmecanicos tengan las probetas [4].



Los defectos dificultan la migracion de bacterias total puesto que las traban mecénicamente (Fig. 5). En
un entorno de tiempo la cantidad que migra o la superficie limpiada es proporcional al tiempo. La
migracidn es también proporcional a la diferencia de potencial que se genere entre los metales.

El objetivo de este trabajo fue en un principio verificar la influencia de los distintos materiales con la
inoculacion bacterial, aqui se podria citar a An y Fridman [5] en su trabajo de mecanismos de adhesion
bacterial a las superficies, no obstante nosotros nos inclinamos por ver la colonizacién como funcion de la
electronegatividad del material.

Otros autores han estudiado el tema de la adherencia superficial de bacterias, Arnold y Bailey [6] se
refieren a la morfologia superficial del acero y su relacién con la inoculacion de bacterias, llegando a la
conclusion que en las superficies mas pulida es la que menos bacterias adsorben.

En nuestro trabajo observamos que a la placa se adhieren méas bacterias en tanto sea electronegativa,
entonces se plante6 la idea de hacer una pila con otra placa mas electropositiva dentro de un medio
conductor (solucion fisioldgica estéril) y ponerlas en cortocircuito para cambiar la polaridad de las placas.
Este efecto genera una migracion de bacterias desde la placa colonizada hacia la otra placa hasta la
limpieza total de la primera.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se estudié experimentalmente la migracién bacteriana en un sistema para nosotros
denominado Pila de Migracion Bacterial (PMB). Los resultados mostraron que es posible hacer migrar
bacterias de una placa colonizada a otra estéril si se aplica el principio de PMB.

Es sabido que las infecciones producidas en protesis metélicas en nuestra zona son importantes, con los
graves problemas que esto causa. Pensamos que si se pudiera llevar este principio a una aplicacién
practica y comprobar su eficiencia, entonces puede usarse para desinfectar protesis sin necesidad de su
extraccion o generar con el efecto PMB un sistema para evitar la contaminacion de la prétesis durante la
cirugia.

Como complemento cientifico a este articulo, se entiende que falta adn una legislacion del
comportamiento de las variables y también desarrollar junto al equipo de traumatologia del hospital un
sistema préctico de aplicacion de este fenémeno.
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