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Resumo

Introdugao: O cimento ésseo a base de polimetimetacrilato (PMMA),
quando adicionado com antibiético, € muito utilizado no tratamento associado
das osteomielites com perdas 6sseas e como espacador articular nas
infeccbes periprotéicas. Considerada uma complicagao grave nas cirurgias
de artroplastia, principalmente as do quadril, a infec¢ao periprotética tem seu
diagnostico e tratamento dificil e complexo. Associa-se o fato que os
microrganismos encontrados, geralmente o Staphylococcus aureus, podem
induzir a formacao do biofilme e gerar resisténcias, o que impede ou dificulta
o diagndstico e a agao sistémica dos antibidticos. Uma das opcgdes de
tratamento dessas infeccdes periprotéticas € a cirurgia de revisao da protese
em dois tempos. Nessa técnica de tratamento, apo6s a retirada dos implantes
infectados € confeccionado um espagador de PMMA adicionado com
antibiotico, que € implantado no local em que estava a prétese, para auxilio
no tratamento local da infec¢cao. Entretanto dosagens, quantidades e tipos de
antibiéticos adicionados nestes espacadores sao bastante controversos.

Objetivo: O objetivo do presente estudo € avaliar a influéncia de diferentes
concentragcdes de vancomicina e gentamicina adicionadas em modelos
experimentais de cimento 6sseo a base de PMMA para inibicao da formacao
do biofilme de Staphylococcus aureus, in vitro.

Método: Modelos experimentais de cimento 6sseo (PMMA) na forma cubica
(10x10mm), com a adicdo de vancomicina e gentamicina em pé, foram
confeccionadas em moldes de silicone. Foram determinados oito grupos de
estudo nas diferentes concentragdes de antibidticos: C- grupo controle: sem
antibiético; G- 500mg de gentamicina; V1- 1g de vancomicina; V2- 2g de
vancomicina; V4- 4g de vancomicina; V1G- 1g de vancomicina e 500mg de
gentamicina; V2G- 2g de vancomicina e 500mg de gentamicina; V4G- 4g de
vancomicina e 500mg de gentamicina. Cepas de Staphylococcus aureus
ATCC®25923 foram utilizadas para formacéo do biofilme in vitro. Para a
analise quantitativa do biofilme, foi realizada a contagem das células sésseis.
O mesmo para as células plancténicas. A microscopia eletrénica de
Varredura (MEV) foi realizada para avaliagdo qualitativa do biofilme. A
viabilidade do biofilme foi analisada por meio de um kit morto/vivo cuja leitura
foi realizada por microscopia de fluorescéncia. A espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada para analisar
a influéncia na estrutura quimica dos antibiéticos e do PMMA associados.
Para avaliar o sinergismo ou antagonismo da vancomicina e gentamicina foi
utilizado o teste do Checkerboard.

Resultados: Detectou-se a auséncia de bactérias planctdnicas para todos os
grupos, exceto para o grupo controle, V1 e V2. Somente os grupos contendo
gentamicina isolada ou combinada com a vancomicina inibiram efetivamente
o crescimento das bactérias sésseis. Na MEV foi observada a presenca de
biofilme nos grupos G, V1, V4 e V1G, porém desses o V1G nao apresentou
viabilidade celular. O grupo V2 também apresentou viabilidade celular, porém



na MEV nao foi observada a presenca de biofilme na amostra qualitativa
analisada. O grupo V2G, na microscopia de fluorescéncia, apresentou
células, porém mortas. O grupo V4G, nao apresentou biofilme ou celularidade
em nenhum dos testes realizados. Considerando as analises de FTIR, nao
foram observadas diferengcas quimicas nos polimeros adicionados com as
diferentes concentragdes assim como nas caracteristicas dos antibiéticos
utilizados. Por fim, foi observado o efeito sinérgico entre a vancomicina e a
gentamicina em diferentes concentrac¢des, pelo teste de Checkerboard.

Conclusao: Associacdo dos antibiéticos vancomicina 4g + gentamicina
500mg adicionadas nos modelos experimentais de PMMA do estudo,
apresentaram efeitos sinérgicos e inibiram a formacdo do biofilme de
Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: infecgdo, infecgdo periprotética, polimetilmetacrilato,
gentamicina, vancomicina, biofilme, Staphylococcus aureus.



Abstract

Background: Bone cement based on polymethylmethacrylate (PMMA), when
impregnated with antibiotics, is widely used in the associated treatment of
osteomyelitis with bone loss and as a joint spacer in periprosthetic infections.
Considered a serious complication in arthroplasty surgeries, especially those of
the hip, periprosthetic infection has a difficult and complex diagnosis and
treatment. It is associated with the fact that the microorganisms found, usually
Staphylococcus aureus, can induce the formation of biofilm and generate
resistance, which prevents or hinders the diagnosis and the systemic action of
antibiotics. One of the treatment options for these periprosthetic infections is two-
stage prosthesis revision surgery. In this treatment technique, after removing the
infected implants, a PMMA spacer impregnated with antibiotics is made, which is
implanted in the place where the prosthesis was, to aid in the local treatment of
the infection. However, dosages, amounts and types of antibiotics added to these

spacers are quite controversial.

Objective: The objective of the present study is to evaluate the influence of
different concentrations of vancomycin and gentamicin added in experimental
models of bone cement based on PMMA to inhibit the formation of

Staphylococcus aureus biofilm, in vitro.

Method: Experimental models of bone cement (PMMA) in cubic form
(10x10mm), with the addition of vancomycin and gentamicin powder, were made
in silicone molds. Eight study groups were determined at different concentrations
of antibiotics: C- control group: without antibiotics; G- 500mg of gentamicin; V1-
1g vancomycin; V2- 2 g of vancomycin; V4- 4 g of vancomycin; V1G- 1g
vancomycin and 500mg gentamicin; V2G- 2g vancomycin and 500mg
gentamicin; V4G- 4g of vancomycin and 500mg of gentamicin. Strains of
Staphylococcus aureus ATCC®25923 were used to form the biofilm in vitro. For
the quantitative analysis of the biofilm, the counts of sessile cells were performed.
The same for planktonic cells. Scanning electron microscopy (SEM) was
performed for qualitative evaluation of the biofilm. The viability of the biofilm was
analyzed using a dead / alive kit whose reading was performed by fluorescence
microscopy. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was performed to

analyze the influence on the chemical structure of the associated antibiotics and



PMMA. The Checkerboard test was used to assess the synergism or antagonism

of vancomycin and gentamicin.

Results: The absence of planktonic bacteria was detected for all groups, except
for the control group, V1 and V2. Only groups containing gentamicin alone or
combined with vancomycin effectively inhibited the growth of sessile bacteria. In
SEM, the presence of biofilm in groups G, V1, V4 and V1G was observed,
however, of these, V1G did not show cell viability. The V2 group also showed cell
viability, however, in SEM, the presence of biofilm was not observed in the
analyzed qualitative sample. The V2G group, under fluorescence microscopy,
presented cells, however dead. The V4G group did not show biofilm or cellularity
in any of the tests performed. Considering the FTIR analyzes, no chemical
differences were observed in the polymers added with the different
concentrations as well as in the characteristics of the antibiotics used. Finally, the
synergistic effect between vancomycin and gentamicin in different concentrations

was observed by the Checkerboard test.

Conclusion: Association of antibiotics vancomycin 4g + gentamicin 500 mg
added to the experimental PMMA models of the study, showed synergistic
effects, and inhibited the formation of Staphylococcus aureus biofilm.

Keywords: infection, periarticular infection, polymethylmethacrylate, gentamicin,
vancomycin, biofilm, Staphylococcus aureus:
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1. INTRODUCAO

A infeccao periprotética € uma das complicagbes mais temida, grave e de
dificil tratamento apos cirurgias de artroplastias (2,87). Ela esta associada a uma
maior morbidade e reduzida qualidade de vida do paciente, pode evoluir para a
perda definitiva dos implantes ou do membro implantado, por infeccao crénica e
incuravel, ou até mesmo a morte por septicemia (2,82,138,189). Apresenta
impacto econdmico importante para os sistemas de saude, devido gastos
exacerbados com longos e custosos periodos de tratamento, e para a sociedade,
devido ao afastamento dos pacientes acometidos das suas atividades produtivas
do trabalho (75,82,126).

As bactérias Gram positivas sdo predominantes nas infec¢cées de préteses
articulares, em especial o Staphylococcus aureus e o Staphylococcus
epidermidis, porém as contaminagdes causadas por bacilos Gram-negativos e
fungos como a Candida sp vém sendo relatadas com maior frequéncia em todo
o mundo (76). Nas artroplastias do quadril, uma das bactérias mais encontradas
nas infeccdes € o Staphylococcus aureus (74,76,82). Este microrganismo tem
como caracteristica a formacgéo do biofilme, comunidades de bactérias, que lhe
confere protecéo contra agentes agressores, como o sistema imune do paciente
e antibiéticos (52,77,78). Esta protecao das células bacterianas sésseis pelo
biofilme, também dificulta a identificacdo do microrganismo para seu correto

diagndéstico nos exames, principalmente de cultura (59,158).

Na infeccao periprotética, o diagnéstico pode ser subestimado ou é dificil de
ser realizado, principalmente nas consideradas agudas (1,15,50). Nos casos
cronicos de infeccdo, com evidéncias de soltura dos implantes, com fistulas
ativas e ou outras manifestacdes clinicas, o diagndstico torna-se mais evidente
(15,82,138).

Exames de imagem, radiografias e cintilografia, e exames laboratoriais de
sangue como por exemplo; hemograma, proteina C reativa (PCR) e velocidade
de hemossedimentacao (VHS), sao os mais utilizados como auxilio diagnostico
das infec¢bes periprotéticas (15,82,138). O exame que confirma o diagnostico e

identifica o agente infeccioso € a cultura (82).
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O material a ser encaminhado para o exame de cultura pode ser o liquido ou
secrecgdes periproéticas, coletado através de puncgéao articular ou fragmentos de
partes moles e Osseas periprotéticas, coletados durante o debridamento

cirargico (138).

Uma grande maioria dos microrganismos nao identificados nas culturas
tradicionais mostra resisténcia elevada a antibidticos e levam muitas vezes a
recidiva das infecgdes (234). Nos casos de dificil diagnéstico devido a presenca
do biofilme, a prétese infectada explantada, materiais de sintese ou fragmentos
de cimento, removidos durante a cirurgia, podem ou néo ser levados a
sonicagao. Esse método aumenta as probabilidades de diagndstico dos
microrganismos pela cultura, devido ao rompimento do biofilme sem lesar as

células sésseis (1,205).

Para evitar as complicagbes devastadoras da infeccao periprotética, existem
indicagdes controversas de tratamento, como o supressivo, com a manutencao
dos implantes e uso de antibiéticos sistémicos, e as revisbes em um ou dois
tempos de todo material implantado (86,208,213,229). A revisdo protética em
tempo Unico consiste na retirada dos implantes infectados, debridamento,
limpeza cirurgica do local e colocagao do novo implante no mesmo ato cirurgico
(52,138,186,235).

A cirurgia em dois tempos consiste, no primeiro momento a retirada do
implante infectado, associado ao debridamento, limpeza cirdrgica e a colocacao
de um espacador articular de cimento ésseo de polimetilmetacrilato (PMMA),
adicionado com antibiético (113). O espacador auxilia ao combate sistémico da
infeccao, porque libera antibiético no foco cirurgico, preenche o espagco morto
criado pela retirada dos implantes e mantém o formato e espacamento mecanico
da articulagao (23,172). Ap6s semanas ou até meses de tratamento, com a
melhora clinica do paciente e confirmada pelos exames laboratoriais, o segundo
tempo cirurgico consiste na retirada do espacador e recolocagdo do novo

implante protético (23,73).

Os antibiéticos mais utilizados nos espagadores sdo a gentamicina e/ou
vancomicina isolados na forma de po, pois apresentam um efeito conhecido

contra bactérias Gram negativas e positivas e sao capazes de suportar as
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temperaturas elevadas da fase exotérmica da polimerizacdo do cimento sem
perder sua atividade bactericida (230). Atualmente, ha uma grande variedade de
doses isoladas dos antibidticos adicionados ao PMMA descrita na literatura
(3,9,24,32). A gentamicina varia de 500 a 5 mg e a vancomicina de 3 a 9 mg
(118).

Existem varios estudos na literatura (6,24,41,79,147) que avaliam a acao
de diferentes concentracbes de antibiético, adicionados aos cimentos
ortopédicos. A grande maioria compara a acao antibacteriana local de um unico
tipo de antibiético adicionado ao PMMA, com testes mecanicos de resisténcia do

cimento adicionado.

Entretanto, existem poucos estudos (135) relacionados aos tipos e dosagens
de antibiéticos associados, adicionados ao PMMA, para inibir a formacao do
biofilme na superficie do cimento 6sseo, que comparem se os antibi6ticos
possuem efeitos sinérgicos nas agdes antibacterianas (23,25) e tampouco nao
causem interferéncia nas propriedades quimicas do cimento e dos antibi6ticos

apos a reacao da polimerizagcao destas combinagdes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo do estudo é avaliar em modelos experimentais de
polimetilmetacrilato adicionado com diferentes concentragdes de vancomicina e
gentamicina associadas, se ha inibicao da formagdo do biofime de

Staphylococcus aureus in vitro.
2.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar a eficiéncia dos antibiéticos utilizados, na inibicdo da formacao de
biofilme bacteriano de Staphylococcus aureus formado por células sésseis nos

modelos experimentais de PMMA,

2- Avaliar a eficiéncia dos antibiéticos utilizados, na inibicao do desenvolvimento
das células planctonicas livres de Staphylococcus aureus nos modelos

experimentais de PMMA,;

3- Avaliar qualitativamente, a presenca ou nao de biofilme nos modelos

experimentais de PMMA adicionados com antibioticos;

4- Avaliar qualitativamente a presenca e viabilidade do biofilme nos modelos

experimentais de PMMA adicionados com antibiéticos;

5- Avaliar a atividade sinérgica, indiferente ou antagbnica da vancomicina e

gentamicina associadas;

6- Caracterizar as composi¢des poliméricas dos cimentos de PMMA adicionado

com as diferentes concentragcdes de antibibticos.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1Biofilme

Alguns microrganismos apresentam uma forte tendéncia em formar um micro
ecossistema, ou colbnias, no qual varias cepas e espécies microbianas crescem
em um biofilme fechado (4,25,42,43,77) (Figura 1).

Figura 1. Imagem de micrografia eletrénica de baixa temperatura de um biofilme formado de
bactérias E. coli ampliada 10.000 vezes.

Fonte: Photo de Eric Erbe, digital colonization by Christopher Pooley, both of United States of
America, Agricultural Research Service, EMU. ARS Image Gallery Image Number K11077-1
(173).

Biofilmes s&o um conjunto de microrganismos emaranhados em uma matriz
de polimero organico que estdo aderidos a uma superficie. Assim, para que
os biofilmes se formem é indispensavel a presenca de trés ingredientes basicos:
microrganismos, glicocalix (agucares, proteinas, restos de DNA e gorduras) e

superficie (57).

Na fase inicial da contaminacado os microrganismos produtores de biofilme
aderem-se as superficies umidas bibdticas ou abidticas (90). Esta adesao pode
ser reversivel e depende das caracteristicas fisico-quimicas da superficie da
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célula microbiana, da superficie ao qual o microrganismo esta em contato, do

fluido biolégico e do tempo do contato entre eles (52,90).

A partir do momento que comeca a formar os exopolimeros, nas superficies
celulares, esta adesao pode se tornar irreversivel. Os exopolimeros que fazem
parte da membrana superficial dos microrganismos, tornam-se aderentes na
constituicao do glicocalix, para formar o biofilme (42,43). O glicocalix auxilia a
ancoragem do biofilme a superficie ao qual esta instalada. Os microrganismos
crescem e multiplicam-se em camadas de biofilme e estas camadas vao sendo
depositadas umas sobre as outras, formando um biofilme espesso, o qual é
responsavel pela protecao das células sésseis bacterianas contra os ataques do
sistema imune e antibiéticos (58,89). O passo final do ciclo de formacgao do
biofilme, ocorre quando as células da periferia do biofilme desprendem-se,
tornam-se novamente células plancténicas livres, que sao liberadas aos fluidos
do meio externo e podem aderir a outras superficies € assim reinicia-se o ciclo
vicioso de contaminacgao e/ou de manutencao da infeccao (58,90,114) (Figura
2).

Figura 2. O ciclo de vida do biofilme: (1) adesao reversivel das células a superficie do implante,
(2) secrecado de adesinas e EPS resultando na adeséao irreversivel do biofilme e proliferacéo
celular, (3) formacédo de microcolénias e maturado do biofilme, e (4) morte celular nas
microcoldnias e desprendimento das células que retornam para a fase plancténica, completando
o ciclo de vida do biofilme.

Fonte: Adaptado de Monroe D. Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms. PLoS Biol.
2007; 5(11):e307 (148).

Segundo Dibartola et al. (50) a presenca do biofilme pode causar

dificuldades no diagnostico microbiano porque a matriz do biofilme impede o
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cultivo da bactéria, resultando em culturas falso-negativas e na perda do

diagnostico da infecgéao.

As dificuldades terapéuticas causadas pelos biofilmes estao relacionadas
a diminuicao da suscetibilidade aos antibidticos, locais e sistémicos (91). A matriz
extracelular do biofilme causa uma barreira adicional, resultando em diminuicao
da difusao. Além disso, substancias da matriz reagem com os antibiéticos e,
assim, diminuem as taxas de transporte (52). Além da protecao pela matriz de
biofilme, as bactérias dentro dele apresentam um metabolismo celular diminuido,
resultando em menor crescimento/divisdao celular e portanto, sdo menos
sensiveis aos antibidticos (55). Devido a esses mecanismos de protecao as
concentragbes de antibidticos devem exceder muito a minima concentracao

inibitéria para atuar contra os microrganismos (201).

Nas cirurgias ortopédicas, o biofiime pode ser produzido por muitos
microrganismos (90,138,184,208,234). As bactérias mais frequentes nas
infeccbes ortopédicas sao Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, cerca de 70 a 80% dos casos, enquanto as bactérias aerdbicas
Gram-negativas causam 10-20% de todas as infeccbes profundas e as

anaerobicas sao responsaveis pelos outros 10% (74,77).

A adesdo microbiana inicial nas superficies dos implantes utilizados nas
cirurgias ortopédicas também esta associada a combinacao das forcas de Van
der Waals, efeito atrativo ou repulsivo acido-base, interacdes eletrostaticas,
tendo essa ultima um efeito mais repulsivo (224), e a rugosidade ou porosidade
das superficies implantadas (90).

As forcas de Van der Waals sao de longo alcance e a atragao inicia quando
a distancia entre as superficies de interagdo € em média de 50 a 100 nm. Elas
séo regidas pelo angulo de contato de uma gota de liquido sobre a superficie do
implante. Maiores angulos de contato revelam caracteristicas de hidrofobicidade,
menores angulos de contato revelam caracteristicas de hidrofilicidade. A
hidrofilicidade permite adsorcdo das proteinas do plasma, enquanto a
hidrofobicidade controla a adeséao microbiana (224) (Figura 3).
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Figura 3. Superficies de implantes hidrofébicas e hidrofilicas. Angulo de contato entre o liquido
e o implante.

Fonte: Adaptado de Van de Belt H, Neut D, Schenk W, Van Horn JR, Van der Mei HC, Busscher
HJ. Infection of orthopedic implants and the use of anti-biotic-loaded bone cements: A review.
Acta Orthop Scand. 2001; 72(6): 557-71 (220).

As interacées acido-base podem ser atrativas ou repulsivas, dependendo da
quimica das superficies microbiana e do substrato, enquanto as interagdes
eletrostaticas sao geralmente repulsivas, porque as superficies naturais e
sintéticas sado quase sempre carregadas negativamente repelindo

microrganismos infecciosos carregados negativamente (85).

A rugosidade ou porosidade das superficies &€ outra caracteristica muito
importante que deve ser considerada na formagéao do biofilme, especialmente na
ortopedia (90,92). Muitos implantes sdo confeccionados a partir de varios
compoésitos e da combinacao de varias ligas metalicas, que mesmo

extremamente polidas, apresentam porosidades (104,124).

O cimento ésseo apresenta rugosidades e porosidades que sédo formadas
durante a reacao exotérmica do seu preparo. Microporos podem ser encontrados
mesmo com as técnicas de preparo da mistura dos componentes do cimento de
ultima geracgao, que propiciam uma mistura mais homogénea (133,134,229). Por
outro lado, a maioria das rugosidades do cimento sdo formadas apdés 0 mesmo
ser inserido entre o implante e o 0sso, na sua forma pastosa. Durante sua
polimerizacao ocorre uma expansao seguida de uma contracdo na fase de
endurecimento. Apdés o endurecimento, fica impressa a caracteristica das

superficies dos materiais e do osso que ficaram em contato com o mesmo,
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agregando muitas rugosidades ao cimento (93,95,97). Superficies que
apresentam maior rugosidade ou porosidades sao propicias para o crescimento
de microrganismos aderentes formadores de biofiime (206).

3.2 Infeccao Periprotética

As artroplastias sao cirurgias de substituicdes articulares indicadas na
ocorréncia da faléncia de uma articulacao. As causas mais comuns sao; artroses,
sequelas de fraturas, doencas ortopédicas da infancia, doencas inflamatérias ou
metabdlicas e tumores 6sseos. Sao cirurgias de consideradas de grande porte,
com maiores riscos de complicagbes e sangramento, porém com resultados

considerados extremamente satisfatérios para os pacientes (130).

As complicacbes associadas a estes procedimentos artroplasticos sao
inumeras, tais como: luxagdes, solturas assépticas, quebras e desgastes dos
implantes. Entretanto, a infecg¢éo periprotética indiscutivelmente € uma das mais

temidas, graves e de dificil tratamento (130,235,236).

Em algumas situagdes, nao é possivel combater a infecgao e nestes casos,
os pacientes podem evoluir com a perda da funcao do membro, limitacées das
atividades da vida diaria, além de um desgaste psicolégico e emocional
importante (2,48,138). Nos casos extremos e rebeldes ao tratamento, ha
necessidade de amputagcdao do membro ou o paciente pode ir a Obito por
septicemia (48,74,189,208,236).

Os principais fatores predisponentes para a infeccao periprotética estao
relacionados a comorbidades e/ou situagdes em que o sistema imune ou de
reserva do paciente, estdo comprometidos, como: idade avancada do paciente,
desnutricao, tabagismo, obesidade, diabetes mellitus, infeccao por HIV em
estagio avancado, presenca de foco infeccioso a distadncia e antecedente de
cirurgia ou infec¢ao prévia na articulagao tratada (15). Pacientes portadores de
artrite reumatoide ou psoriatica também apresentam maiores riscos de infec¢ao

pos-operatoria (33,48).

Uma das formas de prevenir a infecgéo periprotética € evitar a contaminacgao

cirurgica e a adesao bacteriana (89). Algumas medidas protetivas podem ser
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adotadas no ato cirurgico para prevenir contaminagcéo como: utilizagao de centro
cirurgico estritamente estéril; climatizacao adequada da sala operatéria; técnica
cirurgica precisa; padronizagao dos pacientes, materiais e equipe; administragcao
de um esquema de profilaxia antibiética sistémica; limpeza do local a ser operado
com solugdes antissépticas; determinar um menor tempo cirtrgico; menor fluxo
de pessoas na sala cirurgica e realizar curativos de forma asséptica (2,142). Se
as bactérias forem capazes de derrotar essas barreiras, abre-se uma janela de
oportunidades para invadir, estabelecer-se intra-articular, desenvolver ou

persistir com a infeccao (79).

No ato operatério das artroplastias, uma grande quantidade de material
metalico (protese) € implantado. A agressao cirurgica do procedimento vai
proporcionar uma degranulacdo dos granuldcitos no local do sitio cirargico,
acumulando-os ao redor do implante. Isso por sua vez diminui a producao de
superéxido desmutase, agente antioxidante, que gera prejuizo na capacidade de
defesa contra bactérias. Dessa forma, presume-se que a presenca do implante
diminui em mais de 100.000 vezes o tamanho do inéculo bacteriano necessario

para que a infeccao ocorra (76).

Além dos granulécitos degradados acumulados ao redor dos implantes,
macromoléculas de proteinas plasmaticas sao adsorvidas do meio ambiente
biolégico e formam um filme de condicionamento ao redor da superficie do
implante. Este filme de condicionamento adere nas microporosidades das
superficies dos implantes e adsorvem varias proteinas plasmaticas antes dos
primeiros microrganismos aparecerem. Esse processo ocorre em segundos de
exposicao do implante ao meio biolégico. Portanto, as proteinas plasmaticas
formam um filme de condicionamento sobre os implantes e isso significa que os
microrganismos, por meio dos seus mecanismos de fixacao, aderem ao filme de
condicionamento adsorvido favorecendo sua fixagdo a superficie do implante
(220).

Para evitar estas complicacdes graves e de dificil tratamento, varios estudos
para um diagnostico precoce e classificacées para auxilio no tratamento séo
descritos na literatura (15,82,138).
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Dentre as classificagbes utilizadas nas infecgdes periprotéticas Zimmerli et
al. (235) propuseram o tipo precoce, que acontece durante os 3 primeiros meses
apos a cirurgia, o tipo retardado, entre 3 meses e 2 anos, e tardio, apds 2 anos

do procedimento.

Tsukayama et al. (214,215) foram mais abrangentes e classificaram as
infeccbes periprotéticas com relacdo a cronologia em agudas ou crénicas;
periodo de inicio de desenvolvimento dos sintomas ap6s a cirurgia inicial, em
precoce e tardio; modo de infestacdo, hematogénica (enddgena) ou por
inoculacao perioperatéria. Também considera as infec¢des diagnosticadas pela
cultura positiva do liquido sinovial puncionado ou tecido periprotético coletado

em cirurgias de revisao (214,215) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo da infec¢ao articular periprotética de Tsukayama et al.
(214,215).

Tipo de I. Cultura Il. Pés-operatéria lll. Hematogénica IV. Cronica tardia
infeccao/  intraoperatéria precoce aguda
Caracteristicas positiva

Inicio dos Até 4 semanas Apbs periodo Apébs 4 semanas
sintomas apés assintomatico
terapia de base
Mecanismo Exégeno Hematogénico Exogeno ou

hematogénico

Agente Staphylococcus  Staphylococcus  Staphylococcus Coag Staphylococcus
etiolégico mais coagulase- (Coag +e-) +, Streptococcus (Coag +e-)
comum (epidermidis) Bacilos Gram - Bacilos Gram -
Quadro clinico  Artroplastia Febre, sinais Febre, sinais Febre, fistula,
dolorosa inflamatérios, inflamatérios sem drenagem,
drenagem fistula. puruléncia,
persistente sem empastamento
fistula. local.
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Schmalzried et al. (189) mostraram em seu estudo de acompanhamento de
pacientes que existe um aumento das infec¢cdes de origem hematogénica e os
principais focos primarios geralmente séo: trato urogenital, respiratério, cutaneo,

dentario e gastrointestinal.

Nos casos de infec¢cdes agudas, além dos fatores demograficos, fisicos e
sistémicos, fatores cirurgicos também podem influenciar no desenvolvimento da
infeccao periprotética, ou seja, tempo cirurgico prolongado superior a 150
minutos, transfusdo sanguinea e realizacdo de artroplastia bilateral em um
mesmo tempo cirurgico (142). Fatores que retardam a cicatrizagao cirurgica
como necrose isquémica, hematoma, celulite ou abscesso de ferida, aumentam
o risco de infeccao pelo fato de que tecidos profundos contiguos a prétese estao

desprovidos das barreiras locais de defesa (48,149,235).

A histéria clinica do paciente com infeccao periprotética & insidiosa, e
geralmente comega com dor. Tem como caracteristica ser continua, noturna e
piora com atividades de esforco (138). Se for prétese no quadril e ou joelho piora
com o caminhar. A localizagdo geralmente é sobre a regido que foi submetida a
cirurgia, mas pode irradiar-se ao longo do membro. No quadril a dor
frequentemente esta localizada na regidao inguinal, e pode irradiar para face

interna da coxa (15).

Sinais sistémicos como febre e calafrios ndo sdo muito comuns na fase
aguda, assim como sinais na pele como hiperemia, calor e rubor (15,138).
Deiscéncia dos pontos da ferida cirdrgica e ou secre¢ao serosa continua pela
mesma, podem ser sinais de alerta para um processo infeccioso estar na fase

inicial. As fistulas sdo mais comuns nas infecgbes cronicas (15,33).

A resisténcia das infecgcbes periprotéticas aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, a terapia antimicrobiana e ao seu diagnostico, esta amplamente
relacionada ao ambiente protetor do biofilme, aderido a superficie do implante
(51,90).

Apesar de atualmente diversos tipos de exames estarem disponiveis para a
determinacao de um diagnéstico precoce das infecgbes periprotéticas, esses

nao tém sido aplicados de forma consistente, uniforme e objetiva, o que pode
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contribuir para a falha ou retardo inaceitavel de diagnésticos e,

consequentemente, procedimentos terapéuticos realizados de forma tardia (82).

Para auxilio diagnéstico exames de imagem séao utilizados, mesmo nao
sendo os mais especificos para infec¢do. Os mais solicitados séo as radiografias
e cintilografia 6ssea (235).

O exame radiografico tem baixa especificidade, principalmente nas fases
iniciais da infeccao. Seus achados mais expressivos aparecem geralmente apos
3 a 6 meses do inicio dos sintomas. Por ser um exame barato e de baixo custo,
deve ser sempre solicitado, pois afasta outras causas de dores articulares, como
luxacbes e fraturas periprotéticas (48,82). Nos casos de infecgdes crénicas, o
exame radiografico pode ser util na identificagdo de linhas de radioluscéncia
O0ssea ao redor dos implantes, que quando progressivas, observadas nas
radiografias seriadas, pode ser um indicativo de soltura séptica ou asséptica (82).
Nos casos mais avancados de infec¢ao periprotética os achados observados
mais comuns ao exame de radiografia sado: diafisites, reabsor¢cdo Ossea
periprotética, chamadas de ostedlise, ossificacdes ectépicas, soltura dos

implantes e neoformacao de osso periosteal (48).

A cintilografia pode ser solicitada como exame auxiliar no diagnostico
diferencial, principalmente quando utilizadas as técnicas de leucdcitos ou
imunoglobulinas marcadas com radioisétopos (48). O exame néo apresenta uma
especificidade para o diagnéstico de infeccao periprotética, porém pode indicar
uma soltura precoce dos implantes ou reagao éssea periprotética, que associado
a avaliagao clinica do paciente e outros achados de exames, pode ajudar no

diagnostico da infeccao (235).

O radiomarcador mais comumente utilizado é o Tc99m (tecnécio 99 meta-
estavel). Nessa técnica o 6rgao afetado por uma doenga passa a absorver mais
ou menos radiofarmaco (233). Segundo Blanc et al. (27) a cintilografia de
leucdcitos rotulados de infecgdes crénicas periprotéticas do quadril apresentou
baixa sensibilidade (57%) e boa especificidade (75%), porém & um exame

auxiliar que deve ser analisado em conjunto com outros dados.

A tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear magnética, nao sao

exames preferenciais solicitados na suspeita da Infecgéo periprotética (212). A

29



grande quantidade de metais dos implantes produz muitos artefatos que
dificultam a interpretacéo das imagens. Os mesmos geralmente séo solicitados
em situagcbes especiais, mais para diagnésticos diferenciais, do que

propriamente para identificacdo da infecgao (15,212).

Exames laboratoriais como leucograma, velocidade de hemossedimentagao
(VHS), D dimero, proteina C reativa (PCR), alfa defensiva e esterase leucocitaria
sao indicados como auxiliares no diagnostico das infecgdes periprotéticas, mas
seus resultados nem sempre sao especificos para confirmar a infeccao e guiar

a terapia antimicrobiana (48).

Parvizi et al. (169) demonstraram que o teste colorimétrico para detecgao de
esterase leucocitaria no liquido sinovial & altamente sensivel e especifico para o
diagnéstico das infecgdes periprotéticas do quadril. Esse teste além da sua
especificidade, apresenta como vantagens a obtencado de resultado rapido
(aproximadamente 2 minutos) e baixo custo. Segundo os autores valores acima

de 27.800 leucécitos/mL sugerem valor preditivo positivo de 94%.

Nos casos suspeitos de infeccao periprotética em que nao ha confirmacgéao
diagndstica com os demais exames solicitados, e ainda gera duvidas, esta
indicada a punc¢ao articular para coleta do liquido periprotético (15,74). A puncao
por agulha necessita dos mesmos cuidados e rigores de antissepsia e assepsia
de um procedimento cirurgico, pois pode vir a ser o foco de contaminacao do
implante (82). Em algumas articulagdées mais profundas, e recobertas por grupos
musculares mais espessos, como nas artroplastias do quadril, ha necessidade
da puncéo ser guiada por exames de imagem auxiliares como a ultrassonografia,

tomografia ou o aparelho de intensificador de imagens no centro cirurgico (138).

As culturas de tecido periprotético ou da pungao articular periprotética,
sao consideradas padrao de referéncia. A positividade desse método pode variar
de 65 a 89% (145,215). Essa variacao pode ser explicada pela formacao de
biofilme nas superficies dos implantes metalicos e pela prescricao de antibiéticos

previamente ao teste (193,168).

Qu et al. (177) em seu estudo de metanalise sobre culturas do liquido
sinovial envolvendo 3.332 pacientes encontraram valores de sensibilidade global

e de especificidade em média de 72% e 95% dos estudos avaliados. Os autores
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recomendaram apos essa ampla revisao, que a semeadura deve ser realizada
em frascos de hemocultura e que o cirurgido fagca a interrupcéo da
antibioticoterapia pelo menos duas semanas antes da puncédo ou coleta.
Enayatolhani e Parvizi (64) enfatizam que o Conselho Internacional de Infec¢cdes
Musculoesqueléticas da Philadelphia de 2013, orientam a nao infusao de soro
fisiologico intra-articular, no caso de pungdo negativa, quando se busca o
diagnéstico de infeccao periprotética por este método de aspiragao.

Considerando-se a cultura de tecido periprotético, existe uma variacao
entre os autores do numero de fragmentos e de dias necessarios para o
crescimento das diferentes bactérias envolvidas nesses tipos de infec¢des para
a obtencao de um diagnéstico microbiolégico preciso. O numero de fragmentos
varia de 3 a 6 e o numero de dias até 14 visando o crescimento mais lento de

bactérias como Propionibacterium sp (8,188).

Em alguns casos a recorréncia da infeccado periprotética pode ser
observada mesmo quando o resultado das culturas do liquido e dos tecidos
periprotéticos intraoperatorios se apresentam negativas. As taxas falso-
negativas oriundas dessas culturas sao inaceitavelmente elevadas variando de
17 a 53% (8,13,199). Infecgbes ocultas podem ser responsaveis pela
instabilidade e dor crénica ou perda do implante e podem ser subdiagnosticadas
pelos métodos tradicionais de cultura (120,156,184). Tais cenarios sugerem a
inadequacao dos testes de cultura para identificar uma infeccao subclinica

persistente, em algumas situacgdes (20).

Segundo Dibartola et al. (50), a presenca do biofiilme pode causar
dificuldades no diagnéstico microbiano porque a matriz do biofilme impede a
cultura da bactéria, resultando a culturas falso-negativas e a perda do

diagnéstico da infecgao

Microrganismos associados a infec¢ao da articulagao protética podem ser
encontrados anexados firmemente as superficies do implante, local onde esses
costumam formar biofilmes. Esse fato sugere que a obtencédo do explante € uma
amostra ideal a ser coletada e encaminhada para exames e pode melhorar o

diagndstico da infeccao periprotética (53, 236).
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A sonicacao de explantes € um método valioso para o diagnéstico rapido
e preciso das infecgoes periprotéticas. Consiste em um método fisico no qual
ondas de ultrassom rompem a camada do biofilme que esta firmemente aderido
a superficie do implante, preservando a viabilidade microbiana (216). O
rompimento do biofilme permite que as bactérias sésseis sejam cultivadas, e

assim diagnosticadas (213).

Resultados do primeiro estudo hospitalar do sul da Asia sobre a sonicagao
de implantes explantados para o diagnéstico de infeccao articular protética,
demonstrou que a cultura do fluido sonicado dos implantes € um método mais
sensivel que a cultura dos tecidos periprotéticos (191). Os autores observaram
uma sensibilidade do fluido sonicado dos implantes de 100% em pacientes com

infeccdes tardias em oposicao com 88% para culturas de tecidos periprotéticos.

Varios estudos relatam sobre o aumento da sensibilidade da cultura do
fluido da sonicacdo quando comparada aos métodos de cultura convencionais
de tecidos intraoperatérios e liquido sinovial, tornando um dos métodos mais
confiaveis na deteccao das infecgdes periprotéticas
(1,30,105,116,174,175,190,211).

Tani et al. (205) obtiveram sensibilidade da cultura do fluido sonicado de
implantes de 100% nas infec¢des precoces em oposi¢cao de 67% para culturas
de tecidos periprotéticos. Trampuz et al. (211) observaram que a culturas
oriundas de explantes sonicados apresentaram 79% de sensibilidade versus

61% para as culturas padrées.

Van-Diek et al. (222) relataram em seu estudo baixa sensibilidade da
sonicacao nas fases iniciais da infeccao articular protética. Sugerem, portanto,
que nos estagios iniciais desse tipo de infeccdo as bactérias podem nao ter
tempo de formar um biofilme maduro. Por esse motivo, encontraram maior

sensibilidade para a cultura de tecidos periprotéticos.

A primeira sonicagao de espacadores de PMMA explantados durante a
artroplastia de revisdao em 2 tempos foi realizada por Borens et al. em 2013 (31)
A partir desse estudo, outros autores coletaram dados de espacadores
sonicados. Nelson et al. (156) relataram que a sonicagado de espacadores

adicionados com antibidticos & util na previsdo de falha atribuivel a infeccao
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recorrente apos a cirurgia de revisao em dois tempos, pelo fato que ela aumentou

a sensibilidade das culturas intraoperatorias de 36% para 82%.

Rothenberg ef al. (185) obtiveram uma maior sensibilidade para a cultura
dos implantes por meio da sonicacao comparada a cultura tradicional do liquido
sinovial e dos tecidos 97% versus 57% (p<0,001); 97% versus 70% (p<0,001),
respectivamente. Em seu estudo, a especificidade da cultura do implante
submetido a sonicacdo nao apresentou diferencas em relagdo a cultura do
liquido sinovial e dos tecidos 90% versus 100% (p=0,833); 90% versus 97%
(p=0,317), respectivamente. O Staphylococcus coagulase-negativa foi o
microrganismo mais prevalente em ambos os tipos de procedimentos. Os cinco
microrganismos mais frequentemente encontrados nas culturas do liquido
sinovial, dos tecidos e do implante submetido a sonicacdo foram o
Staphylococcus coagulase-negativa (26%), Staphylococcus aureus suscetivel a
meticilina (19%), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (12%),
Streptococcus a-hemolitico (5%) e Enterococcus fecalis (5%). Concluem em seu
estudo que a utilizacdo de culturas de explantes submetidos a sonicacao em
revisdes de artroplastia melhora a sensibilidade do diagnédstico pela deteccao da

presenca de bactérias nas revisdes clinicas e nas infecgbes ocultas.

A prescricao e utilizacado de tratamento antimicrobiano previamente a
cirurgia pode prejudicar a taxa de isolamento microbiolégico pela cultura de
tecidos periprotéticos (15). Trampuz et al. (211) relataram que a sensibilidade da
cultura do fluido sonicado de implantes foi maior que a cultura de tecidos. Isso
ocorreu pelo fato de que as bactérias planctdnicas sdo mais suscetiveis a
agentes anti-infecciosos que as bactérias do biofilme. Relataram também que ao
uso de terapia antimicrobiana pode afetar a sensibilidade da cultura e que o
tempo de interrupgcao do uso desses medicamentos antes do ato cirurgico deve

ser determinado por futuros estudos.

No que se refere a detecgéo de polimicrobianos, Sebastian et al. (191)
mostraram a superioridade (5,5%) da sonicacao de fluidos de implantes em

relacao a cultura de tecidos periprotéticos.

A sonicacao € uma técnica simples, de baixo custo e que apresenta

resultados que melhoram significativamente o diagnéstico microbiolégico. Ela
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permite um diagnéstico mais preciso por meio da identificagcdo do microrganismo
infectante, guiando o cirurgido na selecao de antibiéticos locais e sistémicos para
auxiliar no tratamento dos quadros de infecgbes articulares periprotéticas.
Trebse et al. (213) afirmaram que as taxas de erradicagdo bem sucedida das
infeccbes periprotéticas articulares sao melhoradas quando o microrganismo é

conhecido.

Com a confirmacédo do diagndstico ou na forte suspeita da infeccéo
periprotética, o tratamento deve ser o mais precoce possivel (138). Nos casos
de suspeita de infecgdo aguda precoce, nas quais pode-se encontrar secrecao
serosa extravasando através da cicatriz cirurgica, deiscéncia dos pontos, bordas
hiperemiadas e outros sinais sugestivos, esta indicado a limpeza e debridamento
cirargico, com a troca das porgdes intercambiaveis dos implantes, no caso do
quadril a cabecga da haste femoral e o liner (inserto) acetabular (82,138). Associa-
se o debridamento cirurgico, a coleta de fragmentos de partes moles e ésseo,
para cultura e antibiograma. Nestes casos o tratamento com antibi6ticos
sistémicos deve ser mantido, baseado nos resultados das culturas, até a melhora

da resposta laboratorial e clinica do paciente (138,169).

A limpeza e o debridamento cirurgico exaustivos, tém sido considerados
pré-requisitos para auxilio na cura das infecgbes ortopédicas, mas essa técnica
€ discutida, devido a incapacidade de esterilizar o sitio infectado isoladamente.
O debridamento pode remover uma grande quantidade de carga bioldgica,
porém nao € capaz de eliminar pequenas colbénias bacterianas que podem ser

deslocadas para novos habitat em nichos do local debridado (231).

Nos casos de infeccao crénica o tratamento também é cirurgico, com a
retirada dos implantes, lavagem, debridamento, coleta de material para cultura e
substituicdo dos implantes, no mesmo ato ou tardiamente em outro
procedimento. Sdo conhecidas como revisdo em tempo Unico ou dois tempos
(24,73,103,107).

As revisbes em tempo unico sao indicadas em pacientes higidos, sem
comorbidades, em infecgdes de microrganismos nao multirresistentes, com bom

estoque ésseo e partes moles em boas condigcbes que permitam uma boa
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cobertura dos implantes (136). Fistulas ativas, mas de baixo débito, ndo sao

contraindicagbes absolutas de cirurgia em tempo unico (180).

Insall et al. (113) foram os primeiros a descrever o procedimento de
reimplante em 2 tempos para o manejo das infecgbes periprotéticas. O primeiro
passo envolve a remocao de todo o material implantado na articulagcédo. Essa é
seguida de um debridamento extensivo dos tecidos moles e 6sseos nao viaveis,
sinovectomia e lavagem exaustiva com soro fisiolégico. Uma vez que a
articulagao esta preparada, um espacador de cimento adicionado com antibiético
estatico ou articulado é inserido. Terapia antibiética sistémica €& prescrita ao
paciente por um periodo prolongado, média de quatro a seis semanas (6,170).

Os antibidticos intravenosos sdo os mais comumente utilizados e sao
determinados com base nos microrganismos infectantes investigados por meio
de culturas microbiolégicas pré e pos-operatorias (23). Em casos de pacientes
imunocomprometidos, presenca de grande area de drenagem ou de
microrganismo especialmente virulento (MRSA e MRSE), recomenda-se
administracao de antibiéticos intravenosos por um periodo prolongado em média
de trés a quatro meses previamente ao segundo tempo cirurgico e considera-se
a administracdo de antibiéticos orais de quatro a seis semanas posteriormente

ao reimplante do segundo tempo cirurgico (5,60,61).

O reimplante protético é adiado até que a terapia antibiética tenha sido
completada, a ferida tenha cicatrizado e a erradicacao da infeccao tenha sido
confirmada (3,13,108,110). O declinio nos niveis de VHS e PCR associados a
auséncia de sinais clinicos de infec¢ao geralmente sao indicativos de prosseguir
com o segundo tempo cirurgico. Pode-se utilizar também o teste da contagem
de leucécitos do liquido sinovial (80,194). No entanto, evidéncias clinicas que
suportam os testes sorolégicos de rotina e de analise do fluido articular antes do
reimplante nao estao cientificamente bem estabelecidos (80,127,194).

O segundo tempo do procedimento envolve a remocao do espagador de
cimento adicionado com antibiético, a repeticao da lavagem/debridamento e a
reconstrugao articular com os novos componentes protéticos (113).

35



3.3 Cimentos 6sseos (PMMA)

O cimento 6sseo é um material composto pela mistura de duas
substancias: um polimero (pé) e um mondmero (liquido). Unidos pelo processo
de reacdo quimica denominada “polimerizacao”, esses componentes sao

conhecidos como polimetilmetacrilato (PMMA).

O polimetilmetacrilato (PMMA) foi um dos primeiros materiais produzidos
pela industria quimica para ser usado como biomaterial. Suas primeiras
aplicagdes foram na odontologia (16,152), onde ainda € comumente utilizado na
confeccdo de dentaduras. Na cirurgia ortopédica, Scales & Herschell (1945)
(187) e os irmaos Judet (1950) (119) desenvolveram uma endoproétese de PMMA
no quadril para tratar coxartrose. Charnley (1970) (39) introduziu o cimento 6sseo
de PMMA para estabilizar implantes metalicos de quadril e promover a
transferéncia das cargas mecanicas entre o osso e o implante. Atualmente,
apesar de varios aprimoramentos (97), os cimentos 6sseos a base de PMMA

ainda tém sido utilizados.

Os cimentos dsseos sdo compostos basicamente de 40 g de polimero sob
a forma de p6 e 20 mL de mondmero liquido. O p6 apresenta forma granulada
com diametro de 1 a 125 ym, com peso molecular entre 60.000 e 1.000.000
g/mol, densidade de 1,18 g/cm?® e temperatura de fusao cristalina igual a 160°C,
sendo um polimero predominantemente amorfo. Além dos copolimeros do
metilmetacrilato, as particulas de p6 possuem iniciadores de polimerizagao como
o peroxido de benzoila (0,75 a 2,6%), didéxido de zircénio (ZrO2— 8 a 15% por
peso) e sulfato de bario (BaSOa4) que permite a caracteristica de radiopacidade
para promover uma melhor visualizacao radiografica desses cimentos. O liquido
€ composto de um monémero MMA, um acelerador N,N-Dimentil p-toluidino
compondo de 0,4 a 2,8% de peso, tracos de hidroquinona (15 a 75 ppm) e acido
ascorbico que tém a funcdo de estabilizacdo, impedindo a auto cura do

mondmero liquido durante o armazenamento (146).

Existem algumas variacées na composicado dos cimentos 0sseos de
PMMA entre as marcas comerciais (155). Pesquisas direcionadas as melhorias
das propriedades térmicas, mecanicas e biolégicas dos cimentos ésseos tém

sido comumente desenvolvidas e elas sugerem a inclusdo de pequenas
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quantidades de carbono, grafite, aramida, particulas o6sseas, hidroxiapatita,
titanio, tricalciofosfato e outros. A associagdo com antibidticos com intuito de
auxiliar no combate das infec¢des locais, também sao utilizadas (237).

O processo de polimerizagéo € iniciado pela mistura do pé com o liquido
a partir do peroxido de benzoila e do acelerador de presa N,N-Dimentil p-
toluidino, hidroquinona. A polimerizagao ocorre por meio de radicais livres e
libera calor de até 113°C em estudos in vitro (18) e de 40 a 56°C em estudos in
vivo (124,229), pois se trata de uma reagdo exotérmica. O calor gerado é
prejudicial a vitalidade das células que entram em contato com o cimento, pois
pode leva-las a necrose. Durante a fase de liberagdo de calor o volume do
material aumenta e apds, ocorre a contragao da polimerizacao de cerca de 8%
em média (143).

Durante o preparo, o cimento ésseo passa por quatro estagios distintos,
variando suas propriedades fisicas e quimicas, permitindo assim manusea-lo ou

nao, dependendo da fase de polimerizacdo em que se encontra:

a) Fase de mistura: fase na qual o cirurgidao mistura o p6 e o liquido obtendo
uma massa homogénea e viscosa. Com o passar do tempo a viscosidade
do material aumenta.

b) Fase pegajosa: apresenta baixa viscosidade na qual a mistura falha em
separar-se do dedo enluvado.

c) Fase de trabalho: fase na qual o material adquire consisténcia suficiente
para ser manipulado nao aderindo as luvas do cirurgido.

d) Fase de endurecimento: fase na qual ocorre o endurecimento do material
devido a completa polimerizagao. As temperaturas maximas sao atingidas
nessa fase. O tempo de endurecimento pode variar de acordo com a
propor¢ao po e liquido, temperatura do cimento e do ambiente.

Nao existe um tempo pré-determinado para cada fase devido a ampla

variacao dos cimentos e das condi¢des teste, porém, a maioria dos cimentos

0sseos a base de PMMA endurecem entre 10 e 20 minutos (84,93).

As propriedades mecanicas e a estabilidade dos cimentos Osseos sao
afetadas pela incorporacao de bolhas de ar. Portanto, Lewis em 1997 (132)

determinou diferentes métodos de mistura dos cimentos 6sseos:
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a) Mistura manual: mistura do po6 e liquido com espatula de propileno ou aco
inoxidavel em uma cuba metalica a uma velocidade de 1 a 2 Hz e um
intervalo de tempo de 45 a 120 segundos. A mistura manual permite a
insercao de bolhas de ar na mistura polimérica (38).

b) Mistura por centrifugacdo: Os componentes da mistura sdo inseridos em
uma seringa e levados a uma centrifuga a 2300-4000 rpm pelo tempo de
30 a 180 segundos.

c) Mistura a vacuo: o pé € adicionado ao liquido manualmente e o vacuo é
aplicado em pressoées que variam de 5 a 100 kPa com frequéncia de 1 a
2 Hz por um tempo de 15 a 150 segundos. O vacuo reduz as macro e
micro porosidades do cimento.

d) Mistura ultrassdnica: a mistura de p6 e liquido é realizada em uma cuba
metalica sobre um prato vibratério (50 vibragdes por segundo).

A viscosidade do material influencia na incorporacao de bolhas de ar, ou seja,
materiais mais viscosos em misturas nao controladas, apresentam maior
porosidade que materiais menos viscosos devido as maiores dificuldades
encontradas pelas bolhas de ar aprisionadas de escaparem da matriz polimérica.
Quanto maior a porosidade do cimento, menor sua resisténcia mecanica, e maior
area de hidrofilicidade o que pode ser um facilitador para aderéncia e

contaminagao por microrganismos (94).

Devido as propriedades de biocompatibilidade do material de PMMA, o
numero de cimentos disponiveis no mercado cresceu. Como outros biomateriais
utilizados em humanos, isso implica também no risco de atrair microrganismos

infecciosos (90).

3.4 Cimentos 6sseos (PMMA) com adicao de antibiéticos

Cimentos 6sseos com adicao de antibidticos sao utilizados em algumas
cirurgias de artroplastias primarias ou revisdes para fixagcao do implante ao osso,
ou como espacgadores articulares nas cirurgias de revisao em dois tempos, ou

para preencher perdas ésseas nos quadros graves de osteomielite (65,66,186).

Casos em que o paciente apresenta alguma histéria de infeccao prévia no

local da cirurgia, ou que apresenta alguma comorbidade clinica que diminua sua
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imunidade e como consequéncia tenha uma predisposi¢cao a infeccao, o cimento
6sseo adicionado com antibidtico pode ser uma escolha do cirurgido, nas
artroplastias primarias ou de revisdo cimentadas, para fixacao do implante ao

0ss0, e auxilio na profilaxia de infeccao (227).

Existe varias marcas comerciais de cimento 6sseo com adigao de antibiotico
a venda no mercado (88,112,171,195). Nestes produtos, as doses dos
antibiéticos adicionados sao pré-determinadas e testadas pelos fabricantes, pois
a funcao de fixagcdo mecanica do implante ao osso nao pode ser comprometida
pela adicdo do antibiético ao polimero (10,11,56,57,71,121). Os mais
comercializados no nosso mercado sao os associados a gentamicina e ou

vancomicina, em doses especificas de cada marca comercial (6,21,38,39,79) .

Na literatura outros antibidticos utilizados para impregnacéo dos cimentos
O6sseos como a tobramicina (121,171), cefalosporinas, minociclina o azetreonam

(109) podem ser encontrados, porém nao sao objetos do presente estudo.

Nos casos em que o cimento 6sseo adicionado com antibiético ndo necessita
da funcdo mecanica de estabilizacdo do implante, e sim do preenchimento do
espaco morto e liberagao local da droga, a selecao de quais antibidticos a serem
adicionados aos cimentos 6sseos, devem seguir varios principios (45,118). O
principal, seria a fungdo antimicrobiana especifica contra os microrganismos

presentes no local da infeccao (115).

Fatores endogenos e exdgenos como a temperatura, as formas de
manipulagdo e mistura devem ser considerados, pois podem afetar a fungéo
antimicrobiana quando adicionados ao PMMA (115). Os antibiéticos a serem
adicionados devem ter amplo espectro bacteriano, incluindo patégenos gram-
positivos e gram-negativos, suficiente atividade bactericida, alta poténcia
antibacteriana especifica, baixa taxa de resisténcia primaria bacteriana,
desenvolvimento minimo de resisténcia durante a terapia e baixo potencial de
sensibilizagcdo. Acentuada solubilidade em agua, para facilitar sua liberacao do
cimento ésseo gradualmente por um periodo de tempo apropriado, estabilidade
térmica para suportar o calor gerado pela polimerizacao do cimento a base de
PMMA, ser quimicamente estavel e provocar minima reacao inflamatéria local
(118,227).
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O mecanismo de liberacao dos antibiéticos dos cimentos 6sseos é pouco
conhecido. Estima-se que seja um fenémeno de superficie ou por um modelo de
difusdo em massa. O fenbmeno da difusdo depende fortemente da
disponibilidade de poros e capilares de conexao no cimento ésseo, através dos
quais os fluidos podem penetrar e dissolver os antibiéticos que se difundem
lentamente para o exterior, conhecido como fenémeno de lixiviagao (17,83). Foi
sugerido recentemente por meio de um estudo de Van de Belt et al. (219) que a
liberacao inicial de antibiéticos durante as primeiras horas apés a exposi¢cao do
cimento 6sseo adicionado com antibiéticos aos fluidos é principalmente um

fenémeno de superficie, fendbmeno de eluicao.

A quantidade de antibiético liberada ao ambiente depende da composigcao do
cimento, de sua porosidade, da area total exposta ao fluido, assim como a
concentragao e as caracteristicas do antibiético (159,200). O perfil de liberacao
é fortemente dependente do tempo, tendo um aumento rapido nas primeiras 24
horas e ap6s esse tempo, os valores de concentragcdo caem para niveis abaixo
do ideal (160). A quantidade e qual antibiético que pode ser utilizado na
confeccao de espacgadores associadas aos 40g de cimento ésseo, dose padrao
de PMMA comercializada, ainda nao esta bem determinada. Na literatura os

mais utilizados sao a gentamicina, 500mg a 5g e vancomicina 3 a 99 (118).

A gentamicina € o antibiético mais comumente adicionado devido ao seu
amplo espectro antibacteriano relevante nas cirurgias de revisao e sua facilidade
de eluicao do PMMA (23). Entretanto, nem todos os microrganismos associados
a infeccao protética sdo sensiveis a gentamicina, alguns Staphylococcus aureus
(MRSA) e Staphylococcus epidermidis (MRSE) que sao resistentes a meticilina,
sao também resistentes a gentamicina. Portanto, nesses casos a vancomicina
pode ser utilizada (5,6,7). Saber a quantidade de antibi6ticos que o cimento
6sseo de PMMA elui é importante para trazer informacgdes aos cirurgides para
definir o momento ideal de explantar os espagadores e planejar o reimplante da
prétese (7).

Estudos in vitro relataram que apenas 5 a 8% dos antibidticos incorporados
a uma matriz acrilica é finalmente liberada ap6s um longo periodo de tempo
(172,219). Estudos in vivo confirmaram que apenas 5 a 18% da gentamicina
incorporada ao cimento 6sseo € liberada (210).
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A adicao da vancomicina ao PMMA tem evitado a necessidade de terapias
sistémicas prolongadas e tem se mostrado eficaz (103,203). Porém, o volume
adicional de vancomicina deve ser cuidadosamente determinado pelo fato de

reduzir significativamente as propriedades do cimento (32,121,133).

A vancomicina € um antibiético que apresenta atividade bactericida
intracelular a pequenas variantes da colénia de Staphylococcus (12). Eles
penetram rapidamente no glicocalix (46,56,117). Uma vez incorporada ao
biofilme demonstra uma atividade bactericida a bactérias planctonicas (91). Ela
apresenta uma atividade bactericida superior a Staphylococcus incorporados no
biofilme em comparagéo com os outros antibiéticos (198). Além disso, demonstra
o menor efeito citotoxico de todos os antibidticos usualmente utilizados (62) nao
promovendo efeitos adversos ap6s sua aplicacao local (35). Apresenta niveis de
tecido elevados e niveis sistémicos baixos. Para facilitar sua penetragdo no
biofilme, necessita de um veiculo que mantera as concentragées acima do nivel
critico (que no caso da vancomicina pode ser estimado entre 200 e 500 mg/L)

por um periodo minimo de 72 horas (63).

Segundo Hershberger et al. e Van de Belt et al. (102,221) a vancomicina deve
ser reservada para infeccées causadas por microrganismos mais resistentes
como bactérias Gram-positivas como o Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus resistentes a meticilina, Staphylococcus coagulase-negativa ou
Enterococcus. Porém, em um estudo preliminar in vitro foi observado que a

vancomicina € pobremente liberada de espécimes de PMMA (23).

Quando suspeita da presengca de uma colonizagdo polimicrobiana
potencialmente ndao detectada € comum realizar a monoterapia para infec¢des
agudas com presenca de bactérias Gram-positivas, e a combinagcdo de 2
antibidticos para infecgées crénicas, com sinais clinicos de febre e pus,
aproveitando suas vantagens sinérgicas (83,228). Aléem disso, o aumento das
taxas de resisténcia em bactérias isoladas de artroplastias infectadas,
particularmente o Staphylococcus, fez com que os cirurgides investigassem a

utilidade das combinagdes de antibidticos (25).

Bertazzoni Minelli et al. (25) avaliaram o efeito in vitro dos cimentos 6sseos

adicionados com gentamicina, vancomicina e gentamicina associada a
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vancomicina sobre o crescimento e adesdao microbiana de cepas
multirresistentes Gram-positivas isoladas clinicamente. Confeccionaram discos
de cimento 6sseo de PMMA de 10 mm de didmetro por 1,5 mm de espessura.
Gentamicina 1,9%, vancomicina 1,9% e a combinacao da gentamicina com a
vancomicina foram misturadas ao copolimero em forma de pé antes de misturar
o monémero liquido. Foram determinados os seguintes grupos: 1- cimento
adicionado com gentamicina; 2- cimento adicionado com vancomicina; 3-
cimento adicionado com gentamicina + vancomicina; 4- cimento de PMMA puro
(controle). Os espécimes de PMMA dos diferentes grupos foram inoculados em
um caldo de Mueller-Hinton com cepas bacterianas. Ap6s a incubagao o
crescimento bacteriano foi determinado por densidade 6ptica e subculturas. O
biofilme de PMMA foi medido e as concentracbes de antibidticos foram
determinadas por imunoensaio de polarizacado de fluorescéncia. Os resultados
mostraram que todos os corpos de prova de todos os grupos liberaram
concentragdes efetivas de antibiéticos. A gentamicina e a vancomicina isoladas
inibiram bactérias sensiveis e intermediarias durante as primeiras 24 e 48 horas,
porém as duas drogas demonstraram diferentes inibicbes da atividade do
crescimento e adesao bacteriana considerando-se as caracteristicas das cepas
estudadas. Os corpos de prova de vancomicina inibiram o crescimento
bacteriano e reduziram a adesao bacteriana. A atividade inibitéria da
gentamicina contra cepas de Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a
meticilina foi mantida por 24 horas, seguido de um crescimento préximo a 48
horas. Isolados clinicos de Met-R/Gent-R CoNS (Meticilina reativa e gentamicina
reativa a Staphylococcus coagulase-negativos) nao mostraram adesédo a
amostras carregadas de gentamicina por 24 h. Cepas com intermediaria
suscetibilidade a gentamicina mostraram crescimento normal ap6s 48 horas,
mas com adesao reduzida, enquanto cepas resistentes a gentamicina (Gent-R)
apresentaram crescimento e adesao semelhantes as do grupo controle. O grupo
que associou gentamicina com a vancomicina exerceu efeito sinérgico
bactericida contra todas as cepas testadas, inclusive contra microrganismos
multirresistentes Gram-positivos como o Staphylococcus aureus 5/7 (VRSA), um
produtor de alta quantidade de biofilme. Segundo os autores o grau de adesao
bacteriana ao cimento PMMA carregado com gentamicina ou vancomicina pode

ser reduzido apesar de uma taxa de crescimento normal e das diferencas
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encontradas entre as cepas testadas. Eles concluiram que o efeito da
gentamicina e vancomicina no crescimento e adesao bacteriana ao cimento
o0sseo de PMMA depende das concentragdes de antibioticos, das caracteristicas
especificas de cada cepa e de sua capacidade de produzir biofilme e aderir ao

cimento ésseo de PMMA carregado com antibiéticos.

Gallo et al. (79) avaliaram a capacidade de um cimento ésseo a base de
PMMA adicionado com gentamicina-vancomicina prevenir o crescimento de
Staphylococcus in vitro. Para isso utilizaram 4 tipos de materiais com espécimes
de 1cm por 1 cm: Material | — polietileno manualmente preparado (UHMWPE);
Material Il — PMMA sem antibiético (Palamed®) como controle; Material Il —
PMMA Palamed G® que contém gentamicina; Material IV — PMMA Palamed G®
que contém gentamicina associado a 1 g de vancomicina. Observaram que o
cimento 6sseo de PMMA onde foi realizada a associagao entre vancomicina e
gentamicina promoveu uma protecdo da superficie do cimento e do ambiente
local de algumas espécies especificas de Staphylococcus. Ambos os antibiéticos
sao ativos contra microrganismos Gram-positivos. Entretanto, a gentamicina
apresenta uma incompleta cobertura sobre um terco dos MRSA isolados. Essa
ineficiéncia € comprovada nesse estudo, onde visualizaram o crescimento de
MRSA nas superficies do cimento ésseo comercialmente produzido com
gentamicina. A gentamicina apresenta uma lacuna microbiana confirmado pelo
estudo de Tunney et al. (217) que testaram varios antibiéticos in vitro contra 49

isolados bacterianos obtidos de implantes ortopédicos.

Van de Belt et al. (219) estudaram a formacéao de biofilme de Staphylococcus
aureus em dois tipos de cimentos 6sseos adicionados de gentamicina (CMW3®
e Palacos R®) e a cinética de liberagdo da gentamicina. Foram confeccionados
corpos de prova dos cimentos 6sseos CMW3® e Palacos R® (comesem 2,5 e
1,25 w/w% de gentamicina (ou 4,2 w/w% e 2,0 w/w% de sulfato de gentamicina),
respectivamente na forma de discos de 200 x 40 x 3,2 mm. Os corpos de prova
foram inseridos em meios contendo Staphylococcus aureus. Os discos foram
removidos e colocados em 2 mL de fluido de transporte, RTF (NaCl 0,9g/L,
(NH4)2 SO4 0,9 g/L, KH2PO4 0,45 g/L, Mg2S0O4 0,19 g/L, KoHPO4 0,45 g/L,
Na2EDTA 0,37 g/L, L-CysteineHCI 0,2 g/L, pH 6,8), agitados no vortex e
sonicados por 60 segundos. Foram realizadas varias diluicbes nas placas de
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agar e realizada a incubacado por uma noite. Posteriormente, foi contado o
numero de unidades formadoras de colbnia pela area de superficie do espécime
(UFC/cm?). Foi calculada a porcentagem da formacédo de biofilme para os
cimentos ésseos adicionados e nao adicionados com antibiotico. Os corpos de
prova foram observados em microscopia eletrénica de varredura e as taxas de
liberagéo de gentamicina foram determinadas por imunoensaio de polarizagao
de fluorescéncia. O crescimento microbiano nos cimentos com impregnacgéao de
gentamicina ocorreu apesar da liberacao do antibiético. A formacao de biofilme
foi maxima para os espécimes de CMW3® e Palacos R® sem impregnacéo de
antibidtico ap6s 24 horas nao havendo diferencas estatisticas entre ambos os
cimentos o6sseos ((3,4+2,6) x108UFC/cm?). Poucos microrganismos foram
isolados a partir dos biofilmes do cimento ésseo CMW3® adicionados com
antibiético se comparados com os cimentos sem antibiético para todos os
tempos de analise do estudo (24, 30, 48 e 72 horas), exceto apds 6 horas. O
cimento Palacos R® com gentamicina nZo mostrou quantidade menor de
microrganismos infecciosos comparado ao Palacos R® sem gentamicina, exceto
apos 24 horas. A formacéo de biofilme no cimento CMW3® adicionados com
gentamicina foi 4 menor que do mesmo cimento sem antibiético. Na microscopia
eletrénica de varredura do cimento CMW3® com e sem gentamicina, observou-
se que o cimento adicionado com gentamicina apresentou poucos
Staphylococcus aureus quando comparada a superficie do mesmo cimento sem
impregnacgao de gentamicina. No cimento sem gentamicina os microrganismos
parecem estar cobertos de um filme viscoso formando manchas no cimento,
enquanto no cimento adicionado com gentamicina, o filme viscoso esta ausente
€ 0S microrganismos parecem estar conectados por fios finos e viscosos. No que
se refere a liberagdo de gentamicina, nas primeiras horas ocorreu uma grande
liberacdo que posteriormente diminuiu rapidamente. A quantidade total de
gentamicina liberada foi maior para o CMW3® (79 mg) que para o Palacos R®
(70 mg). O cimento 6sseo CMW3® é de baixa viscosidade. A liberacdo de
gentamicina dos cimentos de baixa viscosidade in vitro € a metade que dos
cimentos de alta viscosidade (123), mas no presente estudo foi encontrado o
contrario. Foi encontrada uma liberacado média de 8,4% de gentamicina para o
Palacos R® e de 4,7% para o CMW3®. A viscosidade dos cimentos 6sseos

influencia na porosidade. Cimentos mais porosos podem apresentar uma area
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maior de eluicao, porém existem outras variaveis que também podem influenciar
como o tipo e a concentragcdo dos antibidticos. Idealmente os antibidticos
deveriam ser liberados dos cimentos ésseos por um tempo curto determinado e
ap6s esse tempo deveriam parar a liberacdo evitando concentracées
subinibitérias com a finalidade de nao induzir a resisténcia bacteriana. Os
cimentos estudados no presente estudo ndo satisfizeram esses requisitos. O
estudo mostra que a formacdo do biofilme infeccioso ocorre em padrdes
semelhantes nos cimentos 6Osseos de PMMA adicionados ou nao por
gentamicina com um numero maximo de bactérias viaveis no biofilme apos 24
horas. Uma vez que o biofilme atingiu certa espessura, pode haver deslocamento
de partes desse biofilme da superficie do cimento 6sseo podendo ser
quantificados apds varios dias. Os autores concluiram que cimentos 6sseos
adicionados com antibi6ético ndo sao necessarios para inibir a formacao in vitro

de um biofilme infeccioso.

Mulazimoglu et al. (151) avaliaram o sinergismo da gentamicina-vancomicina
em 24 pacientes com Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
isolados. Determinaram 4 grupos: 1- Controle (sem antibiético); 2- gentamicina
3- vancomicina; 4- associagao gentamicina-vancomicina. Foram utilizadas a
vancomicina a 10 yg/mL e a gentamicina a 1 ug/mL. Eles determinaram as
curvas do tempo de morte para ambos os antibidticos. Nove cepas
demonstraram alto nivel de resisténcia a gentamicina (500ug/mL) e 15 foram
suscetiveis a essa concentragao. A diluicao da gentamicina em agar foi de 0,5 a
> 128ug/mL. A associagao gentamicina-vancomicina nao apresentou sinergismo
contra as nove cepas de alta resisténcia a gentamicina. As outras 15 nao se
mostraram significativamente afetadas. Elas mostraram sinergismo contra 6
dessas cepas e indiferenca para 9 delas. Nao existe relagdo entre o grau de
diluicao e o nao sinergismo contra as cepas com alto nivel de resisténcia a
gentamicina. Os autores concluiram que a gentamicina de >500 pg/mL induz a
falta de sinergismo entre a gentamicina e a vancomicina para cepas de MRSA.
Mesmo nas demais cepas o sinergismo nao € previsivel pela diluicao da
gentamicina em agar. Portanto, o presente estudo nao foi capaz de demonstrar

a superioridade da associagcao gentamicina-vancomicina sobre a administracéao
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isolada da gentamicina. Além disso, a associacao entre esses dois antibioticos

€ mais nefrotéxica que a gentamicina isolada.

Anagnostakos et al. (6) avaliaram 28 pacientes com infeccéo tardia apos
artroplastia de quadril. O tratamento consistiu da ressecc¢ao de artroplastia com
implantagcédo de esferas com antibiéticos ou de espacadores adicionados com
antibiéticos. Os antibidticos utilizados no presente estudo foram 1 g de
gentamicina e 4 g de vancomicina. A liberacao dos agentes antibiéticos foi
investigada pela coleta do fluido de drenagem diariamente. A eluicdo dos
antibidticos foi determinada por um imunoensaio de polarizacdo de
fluorescéncia. Antibidticos sistémicos foram administrados de acordo com o
antibiograma evitando a gentamicina e a vancomicina. Observou-se
concentragdes maiores de gentamicina (116(12-371) pg/mL vs vancomicina 80
(21-198) pg/mL nas esferas impregnadas com antibiético no primeiro dia. Nos
dias seguintes a concentracdo média de vancomicina foi sempre maior que da
gentamicina. No grupo do espacador a concentracao média de vancomicina foi
maior que da gentamicina em 1 dia (37 (3,3-72) pg/mL vs 21,1 (0,76-39) ug/mL
e permaneceu maior durante todo o periodo de medicdo. A eluicdo de
antibidticos decaiu constantemente em taxas similares nos dias seguintes. As
ultimas concentracbes determinadas foram de 3,7 pyg/mL apéds 13 dias. As
esferas apresentaram maior eluicdo que os espacadores devido a sua maior
area de superficie. As propriedades inferiores de eluicdo dos espacadores
enfatiza a necessidade da administracao de antibiéticos sistémicos durante o
periodo pds-operatdrio. Os autores concluiram que as esferas e os espacadores
de quadril adicionados de gentamicina e vancomicina sao capazes de liberar
concentragbes suficientes de antibidticos nos primeiros 7 a 13 dias pos-

operatorios in vivo.

Bertazzoni et al. (23) avaliou espécimes de cimento de PMMA contendo a
gentamicina isolada, a vancomicina isolada e a combinacdo de gentamicina-
vancomicina. A liberacdo de gentamicina isoladamente, vancomicina isolada e
em combinacao com cimento PMMA foi rapida. A combinacao revelou atividade
antimicrobiana sinérgica contra Escherichia coli e Enterococcus faecalis. O teste
de imunofluorescéncia mostrou que as taxas de liberacao da gentamicina e

vancomicina do cimento PMMA eram diferentes. Gentamicina isolada e em
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combinacdo com vancomicina apresentaram taxas de liberagcdo semelhantes
(1,50%). A liberacao de vancomicina dos cilindros de PMMA adicionados com a
combinacao foi menor (0,51%) que a dos cilindros com vancomicina isolada
(1,16%). A vancomicina mostrou uma perda de 34,1% da atividade
microbiolégica a 37°C ap6s 10 dias de incubacao; a reducao correspondeu a

15,0% quando medida pelo teste de imunofluorescéncia.

Alguns autores relatam que a associacao da gentamicina com a vancomicina
apresenta uma vantagem tripla: potencial sinérgico dos dois antibiéticos contra
bactérias Gram-positivas (118,202,228), a possibilidade de uma maior eluigcao
dos antibidticos do espacador resultante dessa combinacao (24,144,171) e a
possibilidade de que essa combinacao de antibiéticos resulte em menor risco de

crescimento bacteriano no espacador (4,25).

3.5 Espacadores de PMMA adicionados com antibiéticos

Os espacadores podem ser classificados quanto a sua forma de confeccao
em trés tipos: os preparados em sala cirurgica pelo préprio cirurgiao, os
moldados sob medida, customizados, e os pré-fabricados. Os preparados em
sala cirurgica apresentam desvantagens em relagdo aos pré-fabricados devido
a falta de uniformidade de mistura do antibiético no cimento, inconsisténcias no
desenho do espacador, presengca de uma maior porosidade e de irregularidades
que podem resultar em disponibilidade imprevisivel de antibidtico (155). As taxas
de erradicagdo da infeccdo associadas aos espacadores confeccionados
manualmente pelo cirurgiao adicionados com antibiético sdo de 89 a 100%.
Aspectos especificos da geometria dos espacadores confeccionados
manualmente pelo cirurgido tém sido associados a falhas e luxacdes, e

insuficiente ancoragem do espacador no canal medular (14,204).

Os espacadores moldados sob medida, customizados, apresentam
geometria mais consistente que os confeccionados manualmente pelo cirurgido,
mas eles estao limitados aos tamanhos dos moldes. Apresentam uma taxa de
erradicacao da infeccao de 96 a 100%. As taxas de luxacao sao levemente
maiores e com elevada propensao a fraturas se comparados aos confeccionados

manualmente pelo cirurgiao (61,106,107).
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A maior parte dos espacadores moldados para o quadril, apresentam um
nucleo metalico, isto € uma haste de metal com uma cobertura de PMMA
associada a antibiético (Figura 5).

Figura 4. Paciente submetido a artroplastia bilateral do quadril, evoluiu com infecgdo
periprotética no quadril esquerdo. Realizada cirurgia em 2 tempos com a retirada da prétese e
colocagéo do espagador moldado pelo cirurgido no acetabulo e no fémur.

Os espacadores pré-fabricados possuem uma estrutura mais homogénea,
financeiramente apresentam custo elevado e estao limitados aos tamanhos
disponibilizados e as doses de antibidéticos que sao pré-determinadas pelos
fabricantes. Portanto, as doses de antibiéticos ndo podem ser adaptadas as
condi¢cdes infecciosas do paciente. Suas taxas de luxacao variam de 0 a 16%. O
controle de infeccao associado a esses espacadores excedeu 90% em varios
estudos (24,170).

Buchholz & Engelbrecht (34) introduziram o conceito de terapia
antibacteriana local. Eles incorporaram antibiéticos nos cimentos ésseos a base
de PMMA visando a reducédo das taxas de infeccdo em cirurgia ortopédica.

Baseados na consideracao do conhecido processo da difusao, a liberagdao do
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mondmero residual, investigaram se um ingrediente ativo poderia ser dissolvido
na matriz do cimento. A adi¢éo do sulfato de gentamicina no Palacos R® rendeu
os primeiros resultados satisfatérios. Os estudos se iniciaram nos laboratorios
da Endoklinik, em Hamburgo, Alemanha, e resultaram no desenvolvimento do
tipo Refobacin Palacos R®, o primeiro cimento 6sseo com antibiético introduzido
no mercado, que demonstrou a boa cooperagédo entre as empresas Merck &
Kulzer. Segundo os autores, o antibiético é liberado gradualmente fornecendo

concentragdes locais mais altas que as obtidas com terapia sistémica.

A selecao do antibiético correto a ser agregado aos cimentos 6sseos de
PMMA é de suma importancia, visto que alguns antibiéticos podem influenciar
as ligacbes cruzadas das cadeias poliméricas, resultando em alteracées da
viscosidade apdés a mistura, tempo de polimerizagao, concentracao dos

antibidticos incorporados, resisténcia mecanica e rigidez do PMMA (225).

Henry& Galloway (101) afirmam que o PMMA adicionado de antibiéticos
sob a forma de esferas ou espagadores € altamente eficaz como alternativa de
tratamento ou suplemento ao tratamento antibacteriano sistémico para terapia
da infeccao éssea aguda, infeccao de tecidos moles adjacentes e osteomielite
cronica. O tratamento local com cimentos 6sseos adicionados com antibibticos
permite uma liberacao de alta concentracao de antibiéticos, evitando as elevadas
concentragdes sistémicas dos medicamentos. Isso resulta em uma diminuigao
na ocorréncia de nefro toxicidade e reagdes alérgicas que sao problemas clinicos

comumente encontrados durante o tratamento dos pacientes com osteomielite.

Bertazzoni et al. (24) estudaram a eluicao de antibiéticos em espacadores
de PMMA. Verificaram que houve uma boa eluicdo de gentamicina e
vancomicina nas primeiras 24 horas seguida de uma liberagao gradual nos dias
seguintes (9 dias). A vancomicina eluiu menos que a gentamicina. Detectaram
que houve uma diminuicao da liberagdo da vancomicina quando associada a
gentamicina. Segundo eles a fraca eluicdo da vancomicina pode depender de
muitos fatores, tais como suas caracteristicas fisico-quimicas, peso molecular,
interferéncia nos polimeros de cimento e estabilidade do medicamento na
presenca de calor e fluidos biolégicos, bem como a consisténcia diferente do
préprio cimento (grau de porosidade, rugosidade, tamanho da preparacgao e area
superficial).
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Anagnostakos & Meyer (6) realizaram uma revisdo sistematica com o
objetivo de avaliar dados presentes na literatura sobre a eluigdo de antibioticos
dos espacadores quadril e joelho in vivo. Todas as publicacdes foram analisadas
em relacao a localizacao, numero de implantes espacgadores, cimento usado,
impregnacao com antibiéticos, tipo de espacador, tempo de medicao de eluicao
do antibiético (ap6s implante espacador versus remocéo de espacador) e
achados farmacocinéticos. Analisaram um total de 11 estudos, com 7
espacadores de quadril, um de joelho e trés com ambos. Analisaram 8
espacadores feitos pelo cirurgiao e 3 pré-fabricados. Todos os estudos
determinaram a eluicéo por meio do fluido coletado por um dreno. O periodo de
avaliacado foi de 24 horas a 7 dias de pos-operatério apds a implantacao do
espacador. Os maiores valores de eluicao foram encontrados em um estudo
onde a vancomicina e o aztreonam foram incorporados a 40 g de cimento dsseo
com valores iniciais de 1,000 pg/mL. Nos estudos onde a vancomicina foi
associada a gentamicina, houve algumas discrepancias considerando-se a
altura das concentragdes. Anagnostakos et al. (3) determinaram concentra¢des
maximas de 39 ug/mL para gentamicina e 72ug/mL para vancomicina quando 1
g de gentamicina e 4 g de vancomicina foram adicionadas a 80 g de cimento
para producéo do espacador. Hsieh et al. (111) relataram niveis de gentamicina
de 58,3 pg/L e de vancomicina de 485,5 pg/L no primeiro dia quando a
gentamicina liquida foi misturada a vancomicina p6 (480 mg de gentamicina e 3
g de vancomicina para 40 g de cimento). As concentragdes de todos os estudos
foram além das concentragdes inibitérias minimas das bactérias causadoras. A
eluicdo apds a remocao do espacador foi avaliada no liquido da articulagao (3
estudos) e no tecido local (1 estudo). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre espacadores de joelho e quadril € nem entre a implantagao
do componente acetabular e da haste. Segundo os autores, existe a
possibilidade de que a elevada eluicao dos antibiéticos possa causar uma rapida
saturacao do tecido circundante. Os autores concluiram que dados da literatura
indicam suficiente eluicdo dos antibidticos apds a implantacao dos espacadores

e apds sua remogao.

Anagnostakos & Klem (5) afirmaram que inumeros fatores podem

influenciar na cinética de liberagao dos antibiéticos do cimento 6sseo como o tipo
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e proporcao dos antibiéticos, a quantidade de antibidticos, o tipo e porosidade
do cimento 6sseo, as caracteristicas de superficie, a maneira como o cimento &

preparado e as circunstancias do meio.

Segundo Bertazzoni et al. (24) além das caracteristicas dos cimentos e
dos antibidticos, outros fatores como a dindmica do fluxo de fluidos, a
capacidade de absorcao dos tecidos, a mobilidade dos membros e outros podem
influenciar na liberagao dos antibi6ticos do cimento de PMMA e contribuir para a

ampla gama de antibiéticos residuais registrados em diferentes pacientes.

Rasyid et al. (179) demonstraram que outra possibilidade de aumentar a
capacidade de liberacao de antibi6ticos dos espacadores de cimentos 6sseos é
aumentar a capacidade de dissolu¢ao por meio da adi¢cao de cargas poliméricas

como o xilitol e a glicina e utilizando substancias altamente soluveis em agua.

Segundo Hsieh et al. e Marsi et al. (110,144) os espacgadores de cimento
adicionados com antibiéticos podem manter seus niveis de antibiéticos efetivos
contra a infeccao por um periodo de até 4 meses apds a artroplastia de

ressec¢cao e manutencao dos espacadores.

3.6 Métodos laboratoriais
3.6.1 Exame de Cultura

Cultura celular € um método desenvolvido para estudar o comportamento
das células animais em meio ambiente controlado. O cultivo de células iniciou-

se no século XX com Harisson em 1907 (96) e Carrel em 1912 (36).

Na investigacao da infeccéao periprotética as culturas celulares tém sido
frequentemente utilizadas com o intuito de determinar os microrganismos
presentes no liquido sinovial, por meio da pungéo percutanea, ou de fragmentos
de partes moles e ésseas coletados durante o ato cirurgico da reviséo, ou dos
explantes levados a sonicacao. Dentre os métodos de cultura citados, a cultura
do liquido submetido a sonicagao do implante removido € a que apresenta maior
sensibilidade (90,4%) conforme descrito na revisdo de literatura do presente
trabalho (232).
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3.6.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A principal fungdo de um microscopio € tornar visivel ao olho humano o
gque o0 mesmo nao consegue reconhecer. O microscépio Optico convencional
fornece um aumento de até 2000 vezes, entretanto o MEV pode chegar a
300.000 vezes (47).

O microscopio eletronico de varredura tem como método fisico de
funcionamento, a utilizagdo de um feixe de elétrons no lugar de fotons, utilizados
nos microscopios Opticos tradicionais. O comprimento de onda de um elétron
pode ser aumentado sob uma voltagem igual ou acima de 50KV. Com isso
potencializa a fonte de iluminagcdo e os elétrons podem ser focalizados por

campos eletrostaticos de varredura, formando imagens ponto a ponto (29).

Com esta técnica permite-se ampliagbes de materiais solidos,
conservando a profundidade de campo e das superficies rugosas, com resolugcéao
de 1 nm. Outra caracteristica importante € a aparéncia tridimensional da imagem

das amostras (154).

Atualmente os modernos microscépios eletrénicos de varredura sao
digitais, e sao utilizados além de pesquisas, em inspe¢des de producao em série,
e de controle de qualidade de muitos produtos (154).

3.6.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As técnicas de espectroscopia sao utilizadas para avaliar uma ampla
variedade de propriedades de espectros da estrutura quimica de sélidos, liquidos
ou gases. Na espectroscopia no infravermelho, um feixe de luz monocromatica
€ emitido sobre uma amostra, a quantidade de luz absorvida ou emitida da
estrutura analisada cria um comprimento de onda diferente. Obtém-se entdo um
espectro no infravermelho de um comprimento de onda especifico para cada

substancia analisada (26).

Na espectroscopia por transformada de Fourier, um feixe de luz composto
de largo espectro € emitido ao mesmo tempo, varias vezes e em um curto espacgo

de tempo. Essas frequéncias sao absorvidas pelas estruturas analisadas e,
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geram varios espectros de comprimentos de onda, que sao calculadas através
de um algoritmo chamado transformacédo de Fourier, por um programa de
computador, que fornece resultados mais rapidos das estruturas quimicas

analisadas, isoladas ou principalmente combinadas (28).

O exame de FTIR, auxilia na deteccdo das estruturas quimicas
pertencentes a cada, sélido, liquido ou gas analisados. Este teste € muito
utilizado no controle de qualidade dos elementos quimicos dos medicamentos
(223).

3.6.4 Ensaio de Checkerboard

Checkerboard € a técnica mais utilizada para avaliar combinacgdes
antimicrobianas in vitro (140,178). Esse teste € de facil interpretacéo envolvendo
calculos e resultados simples, além de requerer materiais comumente

disponiveis em laboratérios de microbiologia (140).

O termo checkerboard se refere ao padrao de diluicao dos antibidticos
distribuidos na placa de microtitulacdo, como se fosse um tabuleiro de xadrez.
Na vertical cada pog¢o contém uma diferente concentracao diluida do antibiético
A de forma decrescente. Na horizontal & adicionado um segundo antibiético B
em cada poc¢o da microplaca, da esquerda para a direita de forma crescente
(140). Portanto, cada pogo apresenta concentracdes diferentes de cada um dos
dois antibiéticos testados em um mesmo volume final (54) (Figura 5).

Synergy checkerboard assay

Compound A concentrations (pg/mL)

256 128 64 32 16 8 4 2 1 05025 0

(3 No growth

{1_ ) Growth

O Growth control

Synergy (FICG < 0.5)

0.25

(ﬂ]ﬂm Additive or Indifference

012 (g
e | (FIC = 0.5-4)

Compound B concentrations (pg/mL)

©Emery Pharma

Figura 5. Esquema didatico do teste de Checkerboard.
Retrata-se nesse esquema o sinergismo tipico do teste de checkerboard. As colunas de 1 a 11
contém duas vezes diluicbes em série do componente A. As linhas de A a G contém duas vezes
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as diluicbes em série do componente B. A coluna 12 contém a diluicdo em série do componente
B sozinho, enquanto que a linha H contém a diluicdo em série do componente A sozinho. Esses
controles s&o utilizados para determinar o valor da MIC para cada componente do teste, onde
por sua vez, sdo usados para calcular o valor de FIC por meio da férmula abaixo descrita e depois
determinar se houve sinergismo, adicdo/indiferenga ou antagonismo. Nessa ilustragédo “no
growth” que significa que ndo houve nenhum crescimento é representado por circulos brancos e
“growth” que significa crescimento é representado por circulos amarelos. O controle do
crescimento (H12) é representado por um circulo amarelo com contorno preto forte. As
concentragées dos componentes A e B (D6) resultaram em um efeito sinérgico (FIC<0,5),
enquanto que em C7 o efeito foi aditivo ou indiferente (FIC=0,5-4).

Fonte: Lorian V. Antimicrobial combinations in antibiotics in laboratory medicine. 5 ed. 2005.
Capitulo 9. 365-441 (141).

As concentracbes testadas para cada antimicrobiano séo de quatro ou
cinco diluicdes abaixo da concentracao inibitéria minima (CIM), usando dois
quartos de diluicdes de cada antimicrobiano (140).

A determinacao da CIM pelo método Checkerboard é frequentemente
seguida por uma analise adicional, utilizando o indice nao paramétrico de
concentracao inibitéria fracional (FIC), ou o modelo de resposta de superficie
totalmente paramétrico (RSM) (150).

A maioria dos estudos que investigam a eficacia in vitro de agentes
antimicrobianos interpretam os resultados através da concentragao inibitoria
fracionada (FIC), e é calculada pelas seguintes férmulas:

FIC do composto A (FICA) = CIM do composto A em combinagao/CIM do
composto A independente; FIC do composto B (FICB) = CIM do composto B em
combinacao/CIM do composto B independente. A soma dos FICs de dois
compostos em combinacgao é calculada pelo FICA + FICB = FIC.

O sinergismo pode ser definido para FIC menor ou igual a 0,5, aditividade
com FIC entre 0,5 e 4,0 e antagonismo para FIC maior que 4 (166,99). A
determinacao do FIC é o método de escolha para analise de interagdes farmaco-
farmaco pelos laboratérios clinicos, pela facilidade de uso, simplicidade e
viabilidade em seu desempenho.

Como vantagem esse experimento permite testar varias combinagdes de
diferentes concentragdes de dois antibidticos para uma mesma amostra, além
de utilizar pequenas quantidades de cada droga testada. Como limitacao, o
checkerboard é capaz apenas de identificar a atividade inibitdria ou sinérgica e

nao a atividade bactericida (140).
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3.6.5 Ensaio da Viabilidade do Biofilme por Imunofluorescéncia (live/dead
biofilm viability kit)

O teste live/dead Bactlight™ determina a viabilidade celular bacteriana.
Esses testes sdo baseados em fluorescéncia. Eles séo realizados em minutos,
nao requerem etapas de lavagem e podem ser aplicados em bactérias em
suspensao ou presas em filtros. Os kits do teste sdo adequados para utilizagéo
em microscopia de fluorescéncia ou em ensaios quantitativos utilizando um leitor
de microplacas de fluorescéncia, citbmetro de fluxo ou fluorbmetro
(22,72,128,62). Esse teste emprega duas manchas de acido nucléico: verde
fluorescente SYTO e coloragdo com iodeto de propidio vermelho-fluorescente.
Essas manchas diferem na sua capacidade de penetrar em células bacterianas
saudaveis. Quando usada sozinha, a mancha SYTO® 9 rotula bactérias vivas e
mortas. Em contraste, o iodeto de propidio penetra apenas bactérias com danos
membranas, reduzindo a fluorescéncia SYTO® 9 quando ambos os corantes
estdo presentes. Assim, bactérias vivas com membranas intactas fluorescem
verde, enquanto bactérias mortas com membranas danificadas fluorescem
vermelho. Bactérias vivas e mortas podem ser vistas separadamente ou
simultaneamente por microscopia de fluorescéncia com conjuntos de filtros
Opticos adequados. O 6leo de montagem é fornecido para visualizagao bactérias
nas membranas dos filtros. O ensaio BacLight™ tem sido utilizado para bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, micoplasmas, leveduras, biofilmes e

protozoarios (72).
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ABSTRACT

Background: Bone cement polymethylmethacrylate (PMMA) based, when impregnated
with antibiotics, is widely used in the associated treatment of osteomyelitis with bone loss
and as a joint spacer in periprosthetic infections. Considered to be a serious complication
in arthroplasty surgeries, especially those of the hip, periprosthetic infection has a
difficult and complex diagnosis and treatment. It is associated with the fact that the
microorganisms found, usually Staphylococcus aureus, can induce the formation of
biofilm and generate resistance, which prevents or hinders the diagnosis and the systemic
action of antibiotics. One of the treatment options for these periprosthetic infections is
two-stage prosthesis revision surgery. In this treatment technique, afier removing the
infected implants, a PMMA spacer impregnated with antibiotics is made, which is
implanted in the place where the prosthesis was, to aid in the local treatment of the
infection. However, dosages, amounts and types of antibiotics added to these spacers are

quite controversial.

Objective: The objective of the present study is to evaluate the influence of different
concentrations of vancomycin and gentamicin added in experimental models of bone
cement based on PMMA to inhibit the formation of Staphylococcus aureus biofilm, in

vitro.

Method: Experimental models of bone cement (PMMA) in cubic form (10x10mm), with
the addition of powder vancomycin and gentamicin, were made using silicone molds.
Eight study groups were determined at different concentrations of antibiotics. C- control
group: without antibiotics; G- 500mg of gentamicin; VI- 1g vancomycin;, V2- 2g of
vancomycin; V4- 4g of vancomycin; V1G- 1g vancomycin and 500mg gentamicin, V2G-
2g vancomycin and 500mg gentamicin; V4G- 4g of vancomycin and 500mg of
gentamicin. Strains of staphylococcus aureus ATCC®25923 were used to form the
biofilm in vitro. For the quantitative analysis of the biofilm, the counts of sessile cells

were performed. The same for planktonic cells. Scanning Electron Microscopy (SEM)

was performed for qualitative evaluation of the biofilm. The viability of the biofilm was
analyzed using a dead / alive kit whose reading was performed by fluorescence
microscopy. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was performed to analyze

the influence on the chemical structure of the associated antibiotics and PMMA. The
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Checkerboard test was used to assess the synergism or antagonism of vancomycin and

gentamicin.

Results: The absence of planktonic bacteria was detected for all groups, except for the
control group, VI and V2. Only groups containing gentamicin alone or combined with
vancomycin effectively inhibited the growth of sessile bacteria. In SEM, the presence of
biofilm in groups G, VI, V4 and VIG was observed, however, VIG group did not show
cell viability. The V2 group also showed cell viability, although, in SEM, the presence of
biofilm was not observed in the analyzed qualitative sample. The V2G group, under
fluorescence microscopy, presented cells, however dead. The V4G group did not show
biofilm or cellularity in any of the tests performed. Considering the FTIR analyzes, no
chemical differences were observed in the polymers added with the different
concentrations as well as in the characteristics of the antibiotics used. Finally, the
synergistic effect between vancomycin and gentamicin in different concentrations was

observed by the Checkerboard test.

Conclusion: 4ssociation of antibiotics vancomycin 4g + gentamicin 500 mg added to the
experimental PMMA models of the study, showed synergistic effects, and inhibited the

formation of Staphylococcus aureus biofilm.

Keywords: infection, periarticular infection, polymethylmethacrylate, gentamicin,
vancomycin, biofilm, Staphylococcus aureus-
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INTRODUCTION

The periprosthetic infection is one of the most feared, serious and difficult to treat
complications after arthroplasty surgeries [1,2]. It is associated with greater morbidity and
reduced life quality for the patient, it can progress to the permanent loss of implants or implanted
limb, due to chronic and incurable infection, or even death due to septicemia [1,3,4,5]. It has an
important economic impact for the health systems, due to exacerbated expenses with long and
costly treatment periods, and for society, due to the removal of affected patients, from their

productive work activities [3,6,7].

Gram positive bacteria are prevalent in infections of joint prostheses, especially
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis, but contamination caused by Gram-
negative bacilli and fungi such as candida sp has been reported more frequently worldwide [8].
In hip arthroplasties, one of the most common bacteria found in infections is Staphylococcus
aureus [3,8,9]. This microorganism is characterized by the formation of biofilm, communities of
bacteria, which gives it protection against aggressive agents, such as the patient's immune system
and antibiotics [10,11,12]. This protection of sessile bacterial cells by the biofilm also makes it
difficult to identify the microorganism for its correct diagnosis in the exams, mainly of culture

[13,14].

In periprosthetic infection, the diagnosis may be underestimated or difficult to perform,
especially in periprosthetic infections considered acute [15,16,17]. In chronic cases of infection,
with evidence of loosening of the implants, with active fistulas and or other clinical

manifestations, the diagnosis becomes more evident [3,4,16].

Imaging tests, radiographs and scintigraphy, and laboratory blood tests, for example;
blood count, C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) are the most used
as a diagnostic aid for periprosthetic infections [3,4,16]. The test that confirms the diagnosis and

identifies the infectious agent is the culture (82).
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The material to be sent for culture examination may be liquid or periprosthetic secretions,
collected through joint puncture or fragments of soft and bone parts, collected during surgical

debridement [4].

A large majority of microorganisms not identified in traditional cultures, shows high
resistance to antibiotics and often lead to the recurrence of infections [18]. In cases of difficult
diagnosis due to the presence of biofilm, the explanted infected prosthesis, synthesis materials or
fragments of cement, removed during surgery, may or may not be taken to sonication, a method
that increases the probabilities of diagnosis of microorganisms by culture, due to disruption of the

biofilm without harming sessile cells [15,19].

In order to avoid the devastating complications of periprosthetic infection, there are
controversial treatment indications, such as suppressive, with the maintenance of implants and
the use of systemic antibiotics, and the one- or two-stage revisions of all implanted material [20-
23]. The single-time prosthetic review consists of removing the infected implants, debridement
and surgical cleaning of the site and placing the new implant in the same surgical procedure

[4,10,24,25].

The two-stage surgery consists, in the first, of removing the infected implant, associated
with debridement, surgical cleaning and placing a joint spacer of polymethylmethacrylate bone
cement (PMMA), impregnated with antibiotics [26]. The spacer helps to fight systemic infection,
because it releases antibiotics in the surgical area, fills the dead space created by the removal of
implants and maintains the shape and mechanical spacing of the joint [27,28]. After weeks or
even months of treatment, with the patient's clinical improvement and confirmed by laboratory
tests, the second surgical procedure consists of removing the spacer and replacing the prosthetic

implant [27,29].

The most used antibiotics in the spacers are gentamicin and or vancomycin isolated in
powder form as they have a known and effective effect against Gram negative and positive

bacteria and are able to withstand the high temperatures of the exothermic phase of the
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polymerization of the cement without losing its bactericidal effects [30]. The isolated doses of
antibiotics added to PMMA vary widely in the literature [31-34]. Gentamicin ranges from 500mg

to 5g and vancomycin from 3 to 9g [35].

There are several studies in the literature [33,36-39] that evaluate the action of different
concentrations of antibiotics, added to orthopedic cements. The vast majority compares the local
antibacterial action of a single type of antibiotic added to PMMA, with mechanical tests of

strength of the impregnated cement.

However, there are few studies [40] on types and dosages of associated antibiotics, added
to PMMA, to inhibit the formation of biofilm on the cement surface, comparing whether
antibiotics have a synergistic effect on antibacterial actions [27,41] and do not interfere with the
chemical properties of the cement and antibiotics after the polymerization reaction of these

combinations.

METHODS

Antibiotic-loaded PMMA production

Eight groups of specimens were developed. In the first group, 1g of vancomycin (V1)
(ABL, Cosmopolis, Brazil) was blended with 40g of the powder of a commercially
available PMMA bone cement brand (Biomecanica, Sao Paulo, Brazil), after which the
blended powder mixture was manually mixed with the cement liquid (20mL). The fresh
PMMA was delivered into molds to produce 1mm cubic test specimens (1cm?). The other
two groups were included, 2g (V2) and 4g (V4) of vancomycin with PMMA. We also
included three groups using the combination of 500mg of gentamicin (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO) with vancomycin 1g (V1G), 2g (V2G), and 4g (V4G). We included one group
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with gentamicin (500mg) alone (G) and another control group only with PMMA (C -
control). For each group, six specimens were used for microbiological tests, one for
qualitative analysis by Scanning Electron Microscopy (SEM), one for qualitative biofilm
viability (LIVE/DEAD® assay), ten for biomechanical tests, and one for infrared

spectroscopy assays.

Biofilm production

For biofilm production, we used a protocol previously described [42]. Brietly, a strain of
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 was reactivated in nutrient agar and incubated for
24 hours at 37°C. An isolated colony of this microorganism was dissolved in TSB (tryptic
soy broth) (Laborclin, Pinhais, Brazil) and incubated for 24 hours at 37°C. Then, the
treated broth was centrifuged for 5 minutes at 207xg. The supernatant was discharged,
and the obtained pellet was washed three times with sterile 0.9% NaCl. In the last wash
step, the pellet was dissolved in a new TSB broth to obtain a bacterial suspension prepared
to match the turbidity of the 0.5 McFarland turbidity standard, using a nephelometer
(Alfakit, Florianopolis, Brazil). From this suspension, a 1:10 dilution was made in TSB
until concentrations of 107 CFU/mL of bacteria were achieved. Ten mL of TSB were
poured into sterile 6-well plates until it covered the PMMA specimens of each group (one
specimen per well) for 2 hours so that cells could adequately adhere. The specimens were
transferred to a new sterile 6-well plate containing 0.9% NaCl in order to remove
planktonic cells from the material. After this, specimens were transferred to another
sterile 6-well plate and submerged in 10 mL of TSB at 37°C for 24 hours. During this
step, the cells adhered to the device surface formed the biofilm. After this step, the culture

medium was aspirated, and the specimens were submerged into 0.9% NaCl in order to
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remove the residues and unadhered cells. After this washing step, the PMMA specimens
were stored into 15 mL conical tubes (Alfa Hospitalar®, Sdo Paulo, Brazil) for further

processing and the liquid of the last washing stored for planktonic cells analysis.

Quantitative analysis of planktonic cells from the biofilm

The liquid of the last washing of the specimens with biofilm (100uL) of each group was
plated on tryptic soy agar (TSA) (Laborclin, Pinhais, Brazil) and the quantification was

performed by colony counts (CFU/mL) [43].

Quantitative analysis of sessile cells from the biofilm

Six specimens of each group were transferred to sterile conical tubes with 10 mL of 0.9%
NaCl and sonicated for 5 minutes in an ultrasonic bath using a Soniclean 15 (Sanders
Medical, Santa Rita do Sapucai, Brazil) at a frequency of 40 kHz and temperature of 35°C
[44]. After the sonication step, the liquid (100ul)) was inoculated in TSA for growth
evaluation and colony count (CFU/mL) after the detachment of the biofilm and specimens

of each group.

Scanning Electron Microscopy

For qualitative SEM visualization, the specimens of each group and previous to inoculum
(without contamination), after biofilm attachment and after sonication was transferred
into sterile glass Petri dishes filled with the primary fixative agent (0.68g sucrose, 0.42 g

sodium cacodylate, 0.6 mL 30% glutaraldehyde) (Merck, Darmstadt, Germany) and 19.4
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mL of deionized water in sufficient quantity to cover the specimen for 45 minutes. After
that, the specimens were transferred to a buffer (composed of sucrose and sodium
cacodylate at the above concentrations) for 10 minutes. The samples were dehydrated in
alcohol in a series of increasing concentrations: ethanol 35%, ethanol 50%, ethanol 70%,
ethanol 100%, and HMDS 100% (hexamethyldisilazane) (Merck, Darmstadt, Germany)
for 10 minutes in each step. After the fixation step, the models were metalized with gold
particles in metalizing equipment with a Q150R ES rotary pump (Quorum Technologies,
Lewes, UK), and later fixed in a metal base for observation under SEM, which was a
PentaFET Precision (Oxford Instruments, Abingdon, UK) at 5.0 kV. Observations were

made with magnifications between 20 and 3.000x.

LIVE/DEAD® Biofilm viability assay

One specimen of each group (V1, V2, V4, VIG, V2G, V4G, G, and C) was allocated into
sterile 24-well plates with a previous 13mm rounded glass coverslip (Sarstedt, Newton,
NC, USA) on the bottom of each well. Then, concomitantly, the biofilm production
protocol was carried. Also, PMMA specimens were used for positive and negative
controls in parallel. After the incubation period, the TSB and the specimens were
discharged, and the coverslips with biofilm were stained with FilmTracer™
LIVE/DEAD® Biofilm Viability kit (Molecular Probes, Life Technologies Ltd., Paisley,
UK), aiming to determine the viability of bacteria within the biofilm and antibiotic action
after treatment. Moreover, positive control was made using a PMMA specimen without
antibiotics, while negative control was made using a PMMA specimen without antibiotics
in addition to a washing step treatment with 70% ethanol. All the groups' coverslips were

immediately conducted to a fluorescence microscope (Zeiss Scope. Al; Carl Zeiss,
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Oberkochen, Germany). All the specimen’s samples were stained and treated following
the kit protocol, using 480/500nm excitation/emission for SYTO®9 and 490/635nm

excitation/emission for propidium iodide.

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

FTIR was used to characterize the PMMA and compare de spectrum among groups of
PMMA loaded with the different antibiotic concentrations. One specimen of each group
was analyzed Fourier transform infrared spectroscopy (Spotlight 2001 FTIR Microscope
System, Perkin Elmer, Akron, OH). The samples were scanned between 650 and 4.000

cm’!, and spectra of averaging five scans were obtained [45].

Checkerboard of vancomycin and gentamicin assay for synergism

Checkerboard was performed in triplicate, aiming to evaluate the synergetic or
antagonistic activity of vancomycin and gentamicin in different concentrations in S.
aureus ATCC 25923%. We followed a protocol established previously, using a 96-well
microplate U-bottom [46]. Firstly, vancomycin and gentamicin were reconstituted and
diluted into different concentrations, which were 0.125 to 8 pg/mL for vancomycin and
0.125 to 128 pg/mL for gentamicin. One hundred pL. of Mueller-Hinton adjusted cation
was added in each well, followed by the different concentrations of the antibiotics. Then,
5 uL of a 107 CFU/mL fresh suspension of S. aureus was added to each well, and then
incubated for 24h. In parallel, negative control (without S. aureus inoculum, confirming

broth sterility) and positive control (without any antibiotic, promoting S. aureus growth)
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were performed. The minimal inhibitory concentration (MIC) was also performed in
parallel to confirm vancomycin and gentamicin values [47].

Synergy measurement by checkerboard analysis is represented as the Fractional
Inhibitory Concentration (FIC) index value. The FIC index value considers the
combination of antibiotics that produces the greatest change from the single antibiotic's
MIC. To quantify the interactions between gentamicin and vancomycin (the FIC index),
the following equation is used: (A/MICa) + (B/MICg) = FICa + FICg = FIC Index.
Where A and B are the MIC of each antibiotic in combination (in a single well), and
MICa and MICg are the MIC of each drug individually. The FIC index value is then used
to categorize the interaction of the two antibiotics tested: a) synergy: when the
combination of compounds results in an FIC value of <0.5; b) additive or indifference:
when the combination of compounds results in an FIC value of 0.5 — 4 and; c¢) antagonism:

when the combination of compounds results in an FIC value of >4.

Statistical analysis

The SEM and biofilm viability assay data are qualitative and descriptive. For the
comparison of the different sonication methods, the median CFU/mL were analyzed by
non-parametric Mann Whitney test and presented with interquartile 25% to 75% range
(IQR). The difference in CFU/mL was significant when p <0.05. The data was calculated,

analyzed, and plotted using Prism 7.0 (Graphpad, San Diego, CA).
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RESULTS

Quantitative analysis of planktonic cells from the biofilm

The count of planktonic bacterial cells in the wells with raw PMMA showed a high
number of CFU, with a median of 5.1x10'® CFU/mL (IQR 2 x10'°-7 x10'%). All loaded-
PMMA presented a reduction in the number of CFU (p < 0.05). Planktonic cells were
absent in all groups except V1 and V2. The V1 presented 35 CFU/mL (IQR 8 -59) and

V2 50 CFU/mL (IQR 14-366). (Figure 1A).

Quantitative analysis of sessile cells from the biofilm

The count of sessile bacterial cells in the wells evaluates only the viable cells inside the
biofilm matrix. The vancomycin loaded PMMA was insufficient to inhibit the growth of
sessile cells, even with 4g. The gentamycin loaded-PMMA inhibits the grown of sessile
cells, independent of the vancomycin concentration (p < 0,001). Raw and vancomycin
(V1, V2, V4) loaded PMMA showed a lower number of CFU in comparison with
planktonic cells, with a median of 182CFU/mL (IQR 125-287), 65CFU/mL (IQR 37-
281), 1952CFU/mL (IQR 1693-2654), and 7CFU/mL (IQR 3-21), respectively (Figure

1B).

Scanning Electron Microscopy

SEM (20x) showed different surface characteristics according to antibiotic concentration

(Figure 2). V4 showed an intense porosity, increasing surface area, and roughness. The
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combination V4G presented an extremely rough surface, increasing the possibility of
biofilm when compared with raw PMMA, as well as other groups with a lower
concentration of vancomycin and gentamicin (V1, V2, V1G). The surface of the V2G

was similar to V4G.

We evaluated the biofilm aspect with SEM (magnification of 3.000x, figure 3). The
biofilm was evident in raw PMMA, and in V1, V4, G, and V1G, while V2, V2G, and
V4G did not show biofilm structure. Moreover, PMMA surface details were more

evident, such as bubbles and grainy compounds.

LIVE/DEAD® Biofilm viability assay

The SEM method evaluates the biofilm, but it is unable to determine if there are live cells.
The viability assay demonstrated that biofilm was present and viable in the PMMA
without antibiotics, G, V1, and V2. In the group V1G, the biofilm was not viable. In V4,
V2G and V4G, there are few cells, suggesting the presence of a small amount of biofilm,
however, stained in red, which suggests that the cells are dead and/or non-viable (Figure

4).

Fourier-transform infrared spectroscopy

The FTIR spectra (Figure 5) showed no significant differences between raw PMMA and
PMMA-loaded with antibiotics since both polymers present similar absorption bands.
The spectrum profiles of antibiotics into PMMA were superimposable with respect to the

main absorptions’ peaks.
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Checkerboard of vancomycin and gentamicin

The FIC value was <0.5. The checkerboard results evaluating the synergism between
vancomycin and gentamicin in different concentrations showed that the combination of
these two drugs does not allows S. aureus ATCC 25923 growth in all concentrations
tested, indicating that these drugs combined in different concentrations, including the
ones used in PMMA, have a synergetic effect against S. aureus, once this strain does not

demonstrate resistance for the antibiotics tested.

DISCUSSION

Complications, high morbidity and costs are associated with osteomyelitis, medical
devices, surfaces and prosthetic infections [44], in which microorganisms associated with biofilm
are the main cause [48,49]. In addition, it is essential to highlight that biofilms are formed in a
situation in which microorganisms adhere irreversibly to the surface, producing extracellular
polymers and forming a structural matrix [10]. Biofilm-related infections are also resistant to
conventional antibiotic treatments [50]. In addition, an important role is played by the biofilm
structure in the pathogenesis of these infections, since the biofilm protects microorganisms
against the host's immune system and also impairs the detection of adherent microorganisms,

which can lead to a failure in the diagnosis of infection [51,52].

Vancomycin-loaded PMMA is commonly used and vancomycin concentrations vary
between 1g and 4g per 40g of PMMA. In our study, vancomycin was not sufficient to prevent
biofilm formation. However, immunofluorescence showed a biofilm with no activity. SEM
confirmed this. The literature on this subject often describes new methods for administering

antibiotics, especially vancomycin, but it is scarce to assess the more frequent use of antibiotic-
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loaded PMMA. In general, these new methods of antibiotic release have excellent results,

avoiding formation with the eradication of biofilms [53-55].

Gentamicin isolated in PMMA has been associated with bacterial growth and biofilm
formation [38]. Other authors also state that the incorporation of gentamicin in PMMA cement
has no statistically significant effect on the formation of Staphylococcus aureus biofilm [56].
However, we have shown that the association of gentamicin with vancomycin was associated
with inhibition of biofilm formation. Other studies using a semi-quantitative classification also
found that a combination of vancomycin and gentamicin was important for the eradication of

biofilm [27].

Vancomycin and gentamicin are drugs with weak activity against biofilm compared to
other drugs [57]. However, we evaluated a new biofilm with 24 hours of evolution, which has
different dynamics than a thicker and more mature biofilm, where bacteriostatic drugs that act on
cellular activity are important, such as rifampicin and tetracyclines [58]. These drugs, such as
rifampicin, can be combined with potent bactericidal drugs, such as vancomycin, in PMMA [59].
However, another study showed a positive impact of vancomycin on sessile cells [60]. In
summary, the combination of antibiotics is, in general, superior to a single drug, and the
combination of drugs with direct activity against biofilm is essential in the association [61]. A
different model of biofilm assessment (static and dynamic) is important to support these

statements [62].

The appearance of biofilm in vancomycin combined with gentamicin-loaded PMMA was
different according to the dose of vancomycin. In the V1G group, the biofilm was formed;
however, sessile cells died, as demonstrated in immunofluorescence, SEM and microbiological
methods. In SEM, there were colonies of bacteria; however, this may be associated with a sample
or the presence of an intact cell wall with no activity. In this case, the culture was negative in all
samples. In the V2G and V4G groups, there were few dead cells in the biofilm. These data
corroborate that the dose of vancomycin combined with gentamicin is essential to avoid the

formation of biofilm in PMMA impregnated with antibiotics.
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Several antibiotic-impregnated PMMAs have concentrations above the breakpoint
sensitivity concentrations, a useless impregnation. However, vancomycin and gentamicin have
high concentrations for several days [27]. Considering this aspect, it is possible that even lower
doses of vancomycin may be effective due to the longer contact time of antibiotics with the
biofilm, because we only evaluated a 24-hour model. In addition, the immune system is an

essential factor to help eliminate biofilm from implanted materials [63,64].

In our study, it was observed that the combination of vancomycin / gentamicin in
different concentrations demonstrated a synergistic effect against S. aureus in the formation of
biofilm, especially when using the concentration of vancomycin 4g plus gentamicin 500mg. In a
previous study, the gentamicin-glycopeptide combination showed a synergistic effect on
gentamicin release, but not vancomycin, suggesting that the combination of antibiotics in
impregnated hip spacers proved to be superior to monobiotics [65]. In addition, Minelli et al.
suggest that the effect of gentamicin and vancomycin on bacterial growth and adherence to
PMMA is strongly linked to the concentration of antibiotics and the characteristics of each

microorganism in the production of biofilm and adherence to PMMA [41].

However, vancomycin elution was superior to gentamicin. In vivo antibiotic
concentrations were lower than in vitro. Regardless of the duration of the implant, growth
inhibition by in vitro spacers was observed for two weeks [66]. The challenge of increasing the
concentration of antibiotics is to avoid a significant loss of biomechanical characteristics. Studies
have shown that the addition of high doses of vancomycin decreased the mechanical properties

of PMMA cement [67].

This study has several limitations, as it is an in vitro model with only one strain of S.
aureus. Synergism can vary according to bacterial strains, biofilm production and according to
environmental conditions. The biofilm model in our study is static, and a dynamic model can
present different results considering the time of exposure to antibiotics. However, most trials of
these combinations were performed in vitro on planktonic bacteria exposed to constant

concentrations of antibiotics for only 24 hours, and the synergistic effects obtained under these
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conditions do not necessarily predict the behavior of chronic clinical infections associated with

biofilms [68].

In conclusion, the effects against adhesion and bacterial development in PMMA loaded
with vancomycin and gentamicin were observed mainly in the group using the concentrations of
vancomycin 4g + gentamicin 500mg. The synergistic effect of vancomycin and gentamicin can

also be applied with antibiotic-loaded cement.

The authors suggest future studies to assess the influence of the different concentrations
of gentamicin and vancomycin isolated and combined found on the porosity, surface roughness
and mechanical properties of PMMA bone cements and to compare their clinical efficacy in

animal studies.
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FIGURES AND TABLES LEGENDS

Figure 1. Comparison of the different groups regarding the planktonic cells count (A), and biofilm cells
count (B). PMMA: control group without antibiotic, V1: PMMA loaded with vancomycin 1g, V2: PMMA
loaded with vancomycin 2g, V4: PMMA loaded with vancomycin 4g, G: PMMA loaded with gentamicin
500mg, VIG: PMMA loaded with vancomycin 1g and gentamicin 500mg, V2G: PMMA loaded with
vancomycin 2g and gentamicin 500mg, V4Gg: PMMA loaded with vancomycin 4g and gentamicin 500mg.

Figure 2. SEM images regarding the comparison of the different groups of PMMA samples’ surface
according to the antibiotic load. C: PMMA without antibiotic; V1: PMMA loaded with vancomycin 1g;
V2: PMMA loaded with vancomycin 2g; V4: PMMA loaded with vancomycin 4g; G: PMMA loaded with
gentamicin 500mg; V1G: PMMA loaded with gentamicin S00mg + vancomycin 1g; V2G: PMMA loaded
with gentamicin 500mg + vancomycin 2g; V4G: gentamicin 500mg + vancomycin 4g. Magnification of
20x.

Figure 3. SEM images regarding the comparison of the different groups of PMMA samples texture
according to the antibiotic load after the biofilm production. C: PMMA without antibiotic; V1: PMMA
loaded with vancomycin 1g; V2: PMMA loaded with vancomycin 2g; V4: PMMA loaded with vancomycin
4g; G: PMMA loaded with gentamicin 500mg; V1G: PMMA loaded with gentamicin S00mg + vancomycin
1g; V2G: PMMA loaded with gentamicin 500mg + vancomycin 2g; V4G: gentamicin 500mg + vancomycin
4g. White arrows indicate the biofilm structure—magnification of 3.000x.

Figure 4. Viability of bacteria within the biofilm and antibiotic action after treatment using FilmTracer™
LIVE/DEAD® Biofilm Viability kit. A: Positive control stained in green (live cells); B: negative control, after
ethanol 70% washing step, stained in red (dead cells); C: specimen treated with vancomycin 1g, showing viable
cells; D: specimen treated with vancomycin 2g, showing small amounts of viable cells; E: specimen treated with
vancomycin 4g, showing small amounts viable and non-viable cells; F: specimen treated with gentamicin 500mg
showing small amounts of viable and non-viable cells; G: specimen treated with gentamicin 500mg + vancomycin
1g, showing non-viable cells; H: specimen treated with gentamicin 500mg + vancomycin 2g, showing small
amounts of viable and non-viable cells; I: specimen treated with gentamicin 500mg + vancomycin 4g, showing the

prevalence of non-viable cells.
Figure 5. FTIR spectra of raw PMMA (C) and antibiotic-loaded PMMA with different concentrations of

vancomycin (V1=1g; V2 = 2g; V4 = 4¢) and fixed gentamicin (G) with 500mg per 40g of PMMA. The
arrow details the standard peak of vancomycin and gentamicin. Otherarrows are the PMMA pattern.
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Figure 1. Comparison of the different groups regarding the planktonic cells count (A) biofilm cells
count (B). PMMA: control group without antibiotic, V1: PMMA loaded with vancomycin 1g, V2:
PMMA loaded with vancomycin 2g, V4: PMMA loaded with vancomycin 4g, G: PMMA loaded
with gentamicin S00mg, V1G: PMMA loaded with vancomycin 1g and gentamicin 500mg,V2G:
PMMA loaded with vancomycin 2g and gentamicin 500mg, V4Gg: PMMA loaded with
vancomycin 4g and gentamicin 500mg.
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Figure 2.SEM images regarding the comparison of the different groupsMa of PMMA samples’
surface according to the antibiotic load. C: PMMA without antibiotic; V1: PMMA loaded with
vancomycin 1g; V2: PMMA loaded with vancomycin 2g; V4: PMMA loaded with vancomycin
4g; G: PMMA loaded with gentamicin 500mg; V1G: PMMA loaded with gentamicin 500mg +
vancomycin 1g; V2G: PMMA loaded with gentamicin 500mg + vancomycin 2g; V4G: gentamicin
500mg + vancomycin 4g. Magnification of 20x.
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Figure 3. SEM images regarding the comparison of the different group of PMMA samples texture
according to the antibiotic load after the biofilm production. C: PMMA without antibiotic; V1:
PMMA loaded with vancomycin 1g; V2: PMMA loaded with vancomycin 2g; V4: PMMA loaded
with vancomycin 4g; G: PMMA loaded with gentamicin 500mg; V1G: PMMA loaded with
gentamicin 500mg + vancomycin 1g; V2G: PMMA loaded with gentamicin 500mg + vancomycin
2g; VAG: gentamicin 500mg + vancomycin 4g. White arrows indicate the biofilm structure.
Magpnification of 3.000x.
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Figure 4. Viability of bacteria within the biofilm and antibiotic action after treatment using FilmTracer™
LIVE/DEAD® Biofilm Viability kit. A: Positive control stained in green (live and viable cells); B:
negative control, after ethanol 70% washing step, stained in red (dead and non-viable cells); C: specimen
treated with vancomycin 1g, showing viable cells and biofilm stained in green; D: specimen treated with
vancomycin 2g, showing small amounts of viable cells and biofilm; E: specimen treated with vancomycin
4g, showing small amounts viable and non-viable cells; F: specimen treated with gentamicin 500mg
showing small amounts of viable and non-viable cells; G: specimen treated with gentamicin 500mg +
vancomycin lg, showing dead and non-viable cells and biofilms; H: specimen treated with gentamicin
500mg + vancomycin 2g, showing small amounts of viable and non-viable cells ; I: specimen treated with
gentamicin 500mg + vancomycin 4g, showing the prevalence of dead and non-viable cells.
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Figure 5.FTIR spectra of raw PMMA (C) and antibiotic loaded PMMA with different
concentration of vancomycin (V1=1g; V2 = 2g; V4 = 4g) and fixed gentamicin (G) with 500mg
per 40g of PMMA. The arrow details the common peak of vancomycin and gentamicin. Other
arrows are the PMMA pattern.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A literatura mostra que a chave para evitar as infec¢des periprotéticas é
prevenir a aderéncia bacteriana (226). Apesar de todos os cuidados com a
esterilizacao, precisao e padronizacao da técnica cirurgica, administracao de
profilaxia antibi6tica sistémica entre outros, muitas vezes as bactérias sao
capazes de derrotar essas medidas e encontram uma janela de oportunidade

para invadir e se estabelecer no sitio cirurgico.

As infeccbes 6sseas e periprotéticas, ainda representam um desafio no
diagnéstico e tratamento em muitos casos. Isso porque muitas bactérias
criam seus mecanismos de defesa, que as tornam mais dificeis de combaté-
las. Suas complicagdes, sdao muitas vezes catastroficas, e o paciente pode
ficar com sequelas muito limitantes e irreversiveis. O tratamento geralmente
€ prolongado, sofrido ao paciente e oneroso, tanto ao paciente como para a
saude publica e privada. Ainda com relacao ao fator econédmico, em muitas
situagcdes o paciente necessita do afastamento das atividades de trabalho no

periodo de tratamento ou em definitivo nos casos de sequelas mais graves.

Tratamentos cirurgicos com lavagem e debridamento, associado a troca
parcial e ou total dos implantes e uso de antibidticos sistémicos e locais
adicionados ao PMMA como espacgadores, fazem parte do arsenal
terapéutico. A utilizagdo dos espacadores com antibiéticos, demonstra um
aumento no indice de sucesso no tratamento das revisbes de artroplastia
infectadas em dois tempos (118,122). A explicacao para esse fato € a elevada
liberagao local inicial de antibiéticos seguida de uma redugao gradual por um
periodo de tempo de algumas semanas até varios meses, impedindo a
reinfeccao (19,192).

Os aminoglicosideos como a gentamicina sado considerados os
antibiéticos mais eficazes para serem adicionados em cimentos ésseos de
PMMA devido a sua alta solubilidade, estabilidade térmica e atividade
bactericida em baixas concentracées. Além disso, a gentamicina é eficaz
contra a maioria dos microrganismos mais comumente encontrados nas
infeccbes ortopédicas como o Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus ssp.
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A vancomicina apresenta caracteristicas semelhantes as da gentamicina
e € muito indicada para Staphylococcus resistentes a meticilina e
Staphylococcus epidermidis que também s&o encontradas nas infeccbes
ortopédicas (217).

Associagbes desses dois antibidticos tém sido realizadas com o objetivo
de obter uma melhor efetividade na inibicao do biofilme com amplo espectro
bacteriano. Concentracbes ideais dessa associacao antibiética devem ser
melhor definidas cientificamente para auxilio no tratamento destas infeccées

periprotéticas e evitar suas complicagoes.

O presente estudo foi direcionado a analise da inibicao da formacao do
biofilme de Staphylococcus aureus em modelos de cimentos dsseos de
PMMA adicionados com diferentes concentracbes de vancomicina e
gentamicina utilizadas de forma isolada ou combinada. Ele apresenta
algumas limitagbes devido a sua natureza in vitro, as cepas estudadas nao
foram obtidas do foco infeccioso clinico real e tinham pouco tempo de
formacao de biofilme. Também, pelo pequeno numero de amostras utilizadas
nos métodos MEV e Viabilidade.

Apesar das limitagbes do estudo e baseados nos resultados obtidos por
meio dos diferentes testes laboratoriais pode-se sugerir que os cimentos
6sseos de PMMA adicionados com antibidticos apresentaram eficiéncia na
inibicado das bactérias planctonicas por meio da reducao das unidades
formadoras de colénias (p<0.05), quando comparados ao grupo controle
(PMMA sem antibiético). Detectou-se a auséncia de bactérias planctdnicas

nos diversos grupos avaliados, exceto nos grupos V1 e V2.

Analisando-se as bactérias sésseis, os grupos de cimentos adicionados
com a vancomicina isolada em diferentes concentragées nao foram capazes
de inibir o crescimento dessas bactérias. Os grupos de cimentos 6sseos de
PMMA cujas adicbes estavam presentes a gentamicina apresentaram
efetividade na inibicdo dessas cepas bacterianas (p<0.001). A vancomicina e
gentamicina sao drogas com baixa atividade contra o biofime em
comparacao com outras drogas (165). Os resultados encontrados no

presente estudo ndo concordam com os de Smith et al. (198). Os autores
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avaliaram a sobrevivéncia celular associada ao biofilme frente a drogas como
a clindamicina, linezolida, vancomicina, daptomicina e tigeciclina. Os autores
observaram que todos os antibiéticos foram eficazes contra populagdes
estafilococicas planctdénicas. Porém, a vancomicina e daptomicina
apresentaram atividade superior contra células associadas ao biofilme

(sésseis).

A microscopia eletrénica de varredura utilizada como método qualitativo
de visualizacao da presenca de biofilme bacteriano nos modelos de cimentos
Osseos dos diferentes grupos, permitiu verificar a evidéncia de biofilme nos
grupos V1, V4, G e V1G, porém essas imagens nao comprovam a viabilidade
dessas cepas. Dentre os grupos onde observou-se a presenca de biofilme
bacteriano a partir da microscopia eletrénica de varredura, o grupo V1G nao
apresentou viabilidade celular no teste de imunofluorescéncia e
microbioldgicos da cultura. Isso pode estar associado a uma amostra ou a
presenca de parede celular parcialmente intacta, porém sem atividade. Foi
observada a presenca de biofilme associada a viabilidade celular nos grupos
controle, G e V1. O grupo V2 também apresentou viabilidade celular, porém
na MEV néo foi observada presenca de biofilme na amostra analisada, o que
pode ser justificado pelo pequeno numero de corpos de prova submetidos ao
MEYV e pelo fato de que esse método obtém uma imagem parcial do corpo de
prova. O grupo V4 apresentou cultura positiva para células planctdnicas, € no
exame de viabilidade foi observado células, mas em sua maioria mortas. Isso
pode ser justificado por ser uma uUnica amostra analisada no teste de
viabilidade. O grupo V2G néao apresentou biofilme na MEV ou nos exames
microbioldgicos de cultura, porem apresentou pequeno grupo de células
viaveis sem biofilme com predominio de células mortas no exame de
viabilidade. Uma suposicao aventada para o encontro de mais células neste
grupo, seria pelo aumento da rugosidade da superficie do cimento,
comprovada pela MEV. A literatura comprova que superficies mais porosas
tem uma maior suscetibilidade de aderéncia de biofilme. Devido a maior
porosidade do cimento, a suposicao € que houve maior aderéncia celular,
porém, a associacao de V2G foi capaz de inibir a formacao do biofilme, mas

nao de eliminar todas as células. Somente o grupo V4G, nao apresentou
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crescimento de células nas culturas, ou de biofilme na MEV e de viabilidade
celular, mesmo com maior porosidade na superficie do PMMA, comparada a

todas as outras amostras.

O quadro abaixo compara os resultados achados do estudo das
avaliagdes quantitativas das células planctonicas e sésseis e qualitativas da

MEYV e viabilidade celular, dos modelos experimentais analisados (Quadro1).

Gentamicina | Controle Vi V2 va V16 V2G V4G
Planctoni = Z :
cas )
- | | ' l
) : 1V4G
Viabilidade genta 9 positive control - .

Quadro 1: Comparagéo entre os achados quantitativos das células plancténicas e
sésseis e qualitativo da MEV e viabilidade.

Cultura de células plancténicas: crescimento de colénias em grupo controle, V1 e V2.
Cultura de células sésseis: crescimento de colénias em grupo controle, V1, V2 e V4. MEV:
setas brancas mostra crescimento de biofiilme em G, grupo controle, V1, V4 e V1G.
Viabilidade: colorac&o verde células vivas e vermelho células mortas. Células vivas: Grupo
controle, V1, V2 e Gentamicina. Células mortas V4, V1G, V2G e V4G, sendo V1G biofilme
com células mortas e V4 e V2G, pequenas quantidades de células, porém mortas e V4G
predominio de células mortas.

Portanto, pode-se concluir a partir desses achados que cimentos 6sseos
de PMMA adicionados com gentamicina e com vancomicina isoladas nao sao
capazes de inibir a viabilidade celular dos Staphylococcus aureus, mas a
associacao da vancomicina e da gentamicina foram decisivas para essa
inibicao. Esses achados sao suportados pelo estudo de Gallo et al.(79) onde
analisaram amostras de Staphylococcus inoculadas de quatro materiais
ortopédicos (polietileno de ultra-alto peso molecular PMMA sem antibiético,
PMMA adicionado com gentamicina comercialmente produzido e PMMA
manualmente misturado adicionado com gentamicina e vancomicina). Os
autores observaram que os materiais sem a presenca de antibidticos

mostraram evidéncias de crescimento de Staphylococccus. O PMMA
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adicionado com gentamicina mostrou crescimento apenas dos
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (76). PMMA adicionado com
a combinacdo da gentamicina e vancomicina inibiram completamente o
crescimento bacteriano. Os autores concluiram que PMMA adicionado com
baixas doses de gentamicina-vancomicina previne a colonizagcao melhor que

o PMMA adicionado apenas por gentamicina.

Bertazzoni Minelli et al. (25) avaliaram cimentos ésseos adicionados com
gentamicina, vancomicina e gentamicina associada a vancomicina sobre o
crescimento e adesao microbiana de cepas multirresistentes Gram-positivas
isoladas clinicamente. A vancomicina e a gentamicina isoladas inibiram
bactérias sensiveis e intermediarias durante as primeiras 24 e 48 horas. A
vancomicina inibiu o crescimento e reduziu a adesao bacteriana. Cepas com
intermediaria suscetibilidade a gentamicina mostraram crescimento normal
apds 48 horas, mas com adesao reduzida, enquanto cepas resistentes a
gentamicina apresentaram crescimento e adesao semelhantes as do grupo
controle. Segundo os autores, o grau de adesao bacteriana ao cimento de
PMMA com gentamicina ou vancomicina pode ser reduzido apesar de uma
taxa de crescimento normal e das diferencas encontradas entre as cepas
testadas. Os autores encontraram bons resultados na associacao da
gentamicina com vancomicina no que se refere ao crescimento e adeséao

bacteriana ao cimento 6ésseo de PMMA assim como no presente estudo.

Van de Belt ef al. (219) observaram em seu estudo que a formagéo de
biofilme infeccioso ocorre em padrées semelhantes nos cimentos de PMMA
adicionados ou nédo com gentamicina encontrando um numero maximo de
bactérias viaveis no biofilme apds 24 horas. Relataram que ap6s o biofilme
atingir certa espessura, partes dele podem se deslocar para a superficie do
PMMA podendo ser quantificado apo6s alguns dias. Essas analises reforcam
os resultados encontrados no presente estudo que a gentamicina isolada néao
promove inibicao efetiva do biofilme bacteriano.

A avaliagdo realizada por meio da espectroscopia de infravermelho
transformada de Fourier revelou bandas de absorgéo coincidentes para todos

os cimentos 6sseos avaliados, demonstrando nao haver diferencas entre os
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polimeros adicionados com diferentes concentragdes e tipos de antibidticos

utilizados no estudo.

Na analise de atividade sinérgica, indiferente ou antagbnica entre a
vancomicina e a gentamicina em diferentes concentragdes foi observado que
a utilizacao associada desses antibidticos no cimento 6sseo de PMMA nao
permitiu o crescimento do Staphylococcus aureus indicando a efetividade do
efeito sinérgico dessas drogas utilizadas combinadas, visto que o
Staphylococcus aureus nao demonstrou resisténcia aos antibiéticos testados.
Esses achados estdo de acordo com o estudo de Bridgens et al. (32) que
avaliaram os cimentos Palacos R40G® (Schering-Plough), Palacos R+G®
(Heraeus Medical) ambos contendo 0,5 g de gentamicina por 40 g de mistura
e o cimento Smartset GHV® (Depuy CMW) com 1 g de gentamicina por 40 g
de mistura. Além dessas formulagbes testaram os mesmos cimentos com a
adicao de 1g e 2g de vancomicina. Os resultados demonstraram que todos
0os cimentos apresentaram efeito sinérgico com a adi¢cao da vancomicina,

permitindo um aumento da eluicado da gentamicina.

O estudo de Bertazoni Minelli et al. (25) também pode reforcar os
resultados de efeito sinérgico entre a vancomicina e a gentamicina. Eles
concluiram que o efeito da gentamicina associada a vancomicina no
crescimento e adesao bacteriana ao cimento 6sseo de PMMA depende das
concentragbes de antibidticos, das caracteristicas especificas de cada
microrganismo, de sua capacidade de produzir biofilme e aderir ao cimento
6sseo de PMMA adicionado com antibiéticos. No entanto, a eluicao foi maior
na vancomicina que na gentamicina. As concentracées dos antibiéticos in
vivo foram menores que in vitro. A inibicao do crescimento bacteriano por

espacadores foi observada por 2 semanas.

Li et al. (135) relataram em seu estudo que a associacao da gentamicina
com a vancomicina apresentou vantagens para a inibicao dos
Staphylococcus aureus, porém esse efeito € dose dependente. Os autores
estudaram oito grupos de cimento de PMMA adicionados com antibiéticos
(grupo controle sem antibiético, gentamicina de 1, 2 e 4g, vancomicina de 1,
2 e 49, gentamicina 1g + vancomicina 1g e gentamicina 2g + vancomicina
29g). A associacao de gentamicina 2g + vancomicina 2g promoveu uma
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reducao de aproximadamente 50% na liberagdo da vancomicina, mas apesar
disso consideram a dose ideal por apresentar atividade antimicrobiana eficaz
e propriedades materiais aceitaveis (boa resisténcia a compressao e
auséncia de citotoxicidade). Segundo a literatura, aumentar a concentracao
de antibiéticos nos cimentos 6sseos de PMMA é um desafio para os
ortopedista e pesquisadores, pois esse procedimento pode induzir a uma
perda significativa de suas propriedades biomecéanicas (32,58,71).

O trabalho de Bertazoni et al. (23) também corrobora com os resultados
desse estudo no que se refere ao efeito sinérgico da gentamicina com a
vancomicina associados. Além disso, os autores observaram uma reducgao
da liberacdao da vancomicina associada a gentamicina em (0,51%) em
comparag¢ao com a vancomicina isolada (1,16%). Apés 10 dias de incubacao
in vitro a vancomicina mostrou 34,1% de perda de sua atividade
microbiolégica comprovando relatos presentes na literatura de que apés a
insercao dos espacadores de PMMA adicionados com antibiéticos ocorre
uma elevada eluicao desses antibiéticos prevenindo um quadro recorrente de
infecgdo. Lembrando que na sequéncia ocorre uma redugéo gradual dessa

eluicdo em algumas semanas ou meses.

Regis et al.(181) observaram que a associagao da gentamicina com a
vancomicina exerceu forte inibicdo contra Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina e Staphylococcus coagulase-negativos. Segundo os autores,
espacadores pré-formados adicionados com gentamicina e vancomicina séo
um método seguro de fornecer alta concentracao de antibiéticos no local da
infeccdo com baixos niveis séricos e de alcangar uma cinética de liberagcao

eficaz.
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6. CONCLUSOES ESPECIFICAS

1- Na avaliagao quantitativa de contagem de col6nias das células sésseis
do biofilme bacteriano foi observado o crescimento em V1, V2 e V4 assim como
no grupo controle de PMMA. Nao houve crescimento nos grupos, gentamicina,
V1G, V2G e V4G.

2- Na avaliacao quantitativa de contagem de células planctbnicas, foi
observado crescimento de colénias nos grupos controle de PMMA, e em V1 e
V2. Nao houve crescimento nos grupos gentamicina, V4, V1G, V2G e V4G.

3- Com relacao a avaliagao qualitativa com a microscopia eletrénica de
varredura, foi observado o crescimento de biofilme nos grupos, controle PMMA,
V1, V4, G, V1G. Nos grupos V2, V2G e V4G, nao foi observado a formacao do

biofilme.

4- Na avaliacao qualitativa da microscopia de imunofluorescéncia, kit
live/dead, nao houve viabilidade celular no grupo controle com alcool, V4, V1G
e V4G no grupo V2G havia presenca de células, porém elas se apresentaram
mortas. Nos grupos de PMMA, V1, V2 e gentamicina encontramos células vivas
e viaveis.

5- O indice de concentracao inibitéria fracionario foi <0,5 pelo teste do

Checkerbord, isso confirma o sinergismo entre vancomicina e gentamicina.

6- Os espectros de FTIR ndo mostraram diferencas significativas nas
composi¢cdes poliméricas entre PMMA bruto e PMMA adicionado com

antibiéticos, ambos os polimeros apresentam bandas de absor¢cao semelhantes.
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7.CONCLUSAO

Por meio de todas as avaliacbes realizadas pode-se sugerir que a
associacao entre Vancomicina 4G e Gentamicina 500mg, adicionadas ao
cimento 6sseo (PMMA), apresenta um efeito inibitério na formag¢ao do biofilme

de Staphylococcus aureus no modelo experimental estudado.

Futuros estudos devem avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de
gentamicina e vancomicina adicionadas combinadas ao PMMA, quanto a sua
interferéncia na porosidade, rugosidade superficial e consequente influéncia nas
propriedades mecéanicas de resisténcia dos cimentos O6sseos e também
comparar em estudos animais, a eficacia ou nao, na inibicao da formacao do

biofilme de Staphylococcus aureus in vivo.
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