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Aplicacion de vancomicina en polvo sobre el injerto.
(Afecta la fusion de columna en conejos?

Application of vancomycin powder on graft. Does the fusion of the rabbit s spine is affected?

Guimbard-Pérez JH,* Nicolas-Ortiz P,* Cristiani-Winer M, * Orosco-Falcone D,* Gutiérrez N,* Pomba M*

Instituto Allende de Cirugia Reconstructiva.

RESUMEN. Introduccién: Estudios in vitro sugieren
que la vancomicina es altamente citotoxica para los osteo-
blastos. No obstante, diversos estudios clinicos iz vivo no han
aportado evidencias o determinado ese efecto en la osteogé-
nesis. El objetivo del presente trabajo fue investigar el efecto
de la vancomicina topica, en un modelo de artrodesis lumbar
sobre conejos blancos neozelandeses. Material y métodos:
Estudio experimental randomizado doble ciego. Se realizo
fusion espinal posterolateral a 30 conejos, divididos en dos
grupos, A: injerto/placebo, B: injerto/vancomicina. Luego
de sacrificarlos, se evaluo el callo 6seo con tomografia axial,
clasificandolos en tres grupos: sin fusion (0), fusion parcial/
incompleta (1) y fusion (2). Las muestras también fueron
analizadas histologicamente. Las asociaciones entre presen-
cia de fusion (completa/incompleta) y el grupo ensayado fue-
ron estimadas con modelos log-lineales de Poisson con dos
covariables. Las adherencias con las respuestas obtenidas his-
tologicamente fueron estudiadas usando tablas de contingen-
cia y test > El nivel de significacion se fijo igual a 0.05. Re-
sultados: El tratamiento con vancomicina tiene 30% (0.30.
IC 95%: 0.12-0.94) menos probabilidad respecto al grupo
placebo de presentar fusion completa. En otros términos, el
grupo vancomicina tiene 2.3 veces (IC 95%: 1.02-4.91) mas
probabilidad, respecto del placebo, de tener fusion incom-
pleta. Conclusion: La aplicacion de vancomicina en polvo
mezclada con injerto reduce 30% las tasas de fusion, pero a
dosis cinco veces mas alta que las usadas rutinariamente en
artrodesis por el equipo médico de los autores.
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ABSTRACT. Introduction: /n vitro studies suggest
that vancomycin is highly cytotoxic for osteoblasts.
However, several clinical studies in vivo have not provided
evidence or determined that effect on osteogenesis. The
aim of this work was to investigate the effect of topical
vancomycin on a lumbar arthrodesis model on New
Zealand white rabbits. Material and methods: Double-
blind randomized experimental study. Posterolateral
spinal fusion was performed on 30 rabbits, divided into
two groups, A: graft/placebo, B: graft/vancomycin. After
sacrificing them, the bone callus was evaluated with axial
tomography and classified into three groups: no fusion
(0), partial/incomplete fusion (1) and fusion (2). The
samples were also histologically analyzed. The associations
between the presence of fusion (complete/incomplete) and
the group tested were estimated using Poisson log-linear
models with two covariates. Adherences to histologically
obtained responses were studied using contingency tables
and y? tests. The significance level was set equal to 0.05.
Results: Treatment with vancomycin has 30% (0.30. CI
95%: 0.12-0.94) less chance compared to the placebo
group, of presenting complete fusion. In other words,
the vancomycin group has 2.3 times (CI 95%: 1.02-4.91)
more likelyhood, compared to placebo, to have incomplete
fusion. Conclusion: The application of vancomycin powder
mixed with graft reduces fusion rates by 30%, but at doses 5
times higher than those routinely used in arthrodesis by the
authors’ medical team.
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Introduccion

La infeccion en las cirugias de columna es una compli-
cacion mayor, que afecta negativamente a los pacientes con
un impacto profundo en su calidad de vida, conduciendo
a un tratamiento antibidtico prolongado, incrementandose
el niimero de reoperaciones, retraso en la rehabilitacion e
incremento de la morbimortalidad.'*** Los antibidticos
perioperatorios reducen esta tasa de infeccion, pero en mu-
chas oportunidades la concentracion de antibidticos no es
la adecuada en los hematomas del sitio quirtrgico.'” Con el
objetivo de maximizar esa concentracion de antibiotico en
la herida quirurgica, desde el afio 2011, numerosos estudios
han demostrado eficacia y seguridad en nifios y adultos ante
la administracion topica de vancomicina en el sitio quirtirgi-
co, reduciendo la tasa de infeccion postquirtirgica en cirugia
de columna, con menores efectos adversos que en la admi-
nistracion endovenosa.”*’

A pesar de lo anterior, el efecto de la vancomicina topica
sobre la osteogénesis contintia siendo controversial, al tra-
tarse de una preocupacion respaldada por estudios in vitro,
los cuales sugieren que la vancomicina a altas dosis es cito-
toxica para los osteoblastos.'*%%!%11:1> No obstante, y a partir
de diversos estudios clinicos in vivo, no se ha determinado
el efecto de la vancomicina en la osteogénesis, ni tampoco
se ha aportado una conclusion sobre la tasa de artrodesis
espinal 314

Esta informacion es fundamental para la formulacion
de protocolos con el fin de prevenir infecciones en el sitio
quirargico, sin generar efectos adversos en la osteogénesis,
logrando artrodesis solidas. Asi, el objetivo del presente tra-
bajo fue explorar el efecto de la vancomicina topica sobre
la fusién espinal en conejos blancos neozelandeses, en un
modelo de artrodesis lumbar posterolateral.

Material y métodos

Se condujo un estudio experimental randomizado doble
ciego, el cual fue aprobado y autorizado por el comité de éti-
ca institucional en Marzo de 2016. Se realizo cirugia espinal
a 30 conejos blancos adultos machos neozelandeses (fusion
posterolateral intertransverso unilateral mono segmentario),
divididos aleatoriamente en dos grupos, grupo A: unicamen-
te injerto autdlogo mas placebo, grupo B: injerto autélogo
mas 200 mg de vancomicina. La edad de los conejos oscilo
entre 10 a 19 meses, con pesos entre 2.25 a 3.50 kg.

El trabajo fue dividido en tres equipos, con tres integran-
tes médicos en cada uno, supervisados por un coordinador
general y grupal (cirujano espinal de mas de dos afios de
experiencia). Los grupos de profesionales llevaron a cabo
las siguientes tareas: rasurado y anestesia; procedimiento
quirargico propiamente dicho y cierre de heridas y cura pla-
na. Se contd, ademas, con un observador independiente en
la sala de procedimientos, denominado observador 1 (O1).

Previo a la intervencion quirurgica, un farmacéutico rea-
liz6 el fraccionamiento de 200 mg de vancomicina (15 cap-
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sulas) y de 200 mg de lactulosa (placebo 15 capsulas), frac-
ciones identificadas por un cédigo s6lo conocido por el O1.

Antes de la intervencion quirdrgica, cada espécimen fue
identificado con un precinto, un nimero y una jaula indivi-
dual donde el O1 almacend la informacion del nimero del
conejo, peso de los mismos e indico a cudl le correspondia
placebo o vancomicina. Por otro lado, para realizar las eva-
luaciones participaron dos especialistas en diagndstico por
imagen (O2 y O3) y un especialista en anatomia patologica
(O4); ningun integrante del equipo quirargico, ni los evalua-
dores independientes, a excepcion de O1, tuvieron conoci-
miento de la pertenencia de cada individuo, constituyendo
de esa manera un estudio doble ciego.

Los conejos fueron evaluados en el preoperatorio para
descartar la presencia de enfermedades o malformaciones.
Habitaron en jaulas individuales a una temperatura ambien-
te de 22- 5 °C y fueron alimentados con comida balanceada
especifica (150-200 gramos/dia y con agua a demanda).

El procedimiento quirirgico comenz6 con la induc-
cion anestésica con ketamina intramuscular (1 mg/kg de
peso) y diazepam intramuscular (3-5 mg/kg peso). La
asepsia de la piel se realizé con iodopovidona. Previo a la
cirugia los animales permanecieron en ayuno de alimen-
tos y de hidratacion por ocho y dos horas respectivamen-
te. Se utilizo autoinjerto 6seo obtenido de la cresta iliaca
de cada conejo. En los dos grupos se utilizé cefalomicina
1 mg/kg intramuscular, una dosis previa a la cirugia y
una postquirurgica. El cirujano y los ayudantes utiliza-
ron guantes estériles en todos los procedimientos, asepsia
antisepsia con iodopovidona, dectibito prono, luego abor-
daje longitudinal posterior, de aproximadamente 5 cm
desde L4-L7 con bisturi tamafio 24, diseccion prolija por
planos llegando a las goteras lumbares bilateralmente,
lado derecho o izquierdo a 4 cm paramediana, hasta iden-
tificar goteras y las apofisis transversas unilateralmente
monosegmentarias, dejandolas preparadas para la reali-
zacion del cruentado de la lamina y apo6fisis transversas,
con drill a baja velocidad. Una vez preparado el lecho
se procedié a tomar injerto autélogo de una de las cres-
tas iliacas del conejo, el mismo fue preparado moliéndo-
lo, en chips 6seos menores a 0.5 cm. El1 O1 procedio a
abrir la capsula aleatorizada, volcando el polvo (placebo
o vancomicina) sobre el injerto. Se coloco el espécimen
a nivel posterolateral e intertransverso unilateral mono
segmentario en todos los conejos (Figura ). S6lo el Ol
recogio todas las observaciones. Se efectud el cierre por
planos y cura plana con iodopovidona.

A todos los conejos se les permitié el movimiento aden-
tro de las jaulas, sin restricciones. A las 12 semanas, €stos
fueron sacrificados, evaluando las caracteristicas del callo
6seo a nivel intertransverso, mediante tomografia axial
computada por los observadores independientes especialis-
tas en imagenes (02 y O3) donde se les clasifico en tres
grupos 0-1-2, en donde 0: No fusion (sin continuidad del
puente 6seo) 1: Posiblemente fusionado (fusién incompleta
o puente irregular) y 2: fusionado (continuidad del puente
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0seo). Un especialista en anatomia patologica (O4) evalud
las muestras histologicamente, los cortes de los especime-
nes se obtuvieron seccionando en el punto medio del aloin-
jerto, y que fueron incluidos en parafina. Multiples cortes de
aproximadamente 6 mm de espesor fueron realizados con
microétomo y tefiidos con hematoxilina eosina para micros-
copia de luz convencional. Se evaluaron como respuestas la
osteointegracion, formacion de callo 6seo, reabsorcion del
injerto, vascularizacion/angiogénesis, fibrosis y la presencia
de exudado fibrinoleucocitario.

Se realiz6 un analisis descriptivo global (tablas de fre-
cuencia y graficos especificos) de cada caracteristica (pre-
sencia de fusion completa y de fusion incompleta o parcial)
y para cada grupo (placebo y vancomicina) y luego diferen-
ciando entre observadores. Se estimaron medidas de aso-
ciacion para dichas variables categoricas (coeficientes de
similaridad). Las asociaciones entre la presencia de fusion
(completa o parcial) y las variables recolectadas y grupo
ensayado (placebo como linea de base) fueron analizadas
mediante modelos log-lineales Poisson con dos covariables.

La adherencia con las respuestas obtenidas por el obser-
vador a nivel histologico fue estudiada usando tablas de con-
tingencia y test de x* (Fisher cuando las celdas de frecuencias
estimadas contenian valores inferiores a 5). Se utiliz6 un ni-
vel de significacion igual a 0.05. Los analisis fueron llevados
a cabo en STATA v. 14 (Stata Corp, Texas, 2014).

Resultados

Luego del procedimiento, en el transcurso de los prime-
ros 10 dias murieron tres especimenes, por lo tanto, de los
30 conejos se analizaron 27, de esos especimenes 14 fueron
del grupo A: placebo y 13 fueron del grupo B: vancomicina.
A las 12 semanas se sacrificaron los animales y a continua-
cion se exponen los principales resultados obtenidos de los
analisis llevados a cabo con el fin de investigar el efecto de
la vancomicina topica sobre la fusion espinal en dos con-
juntos de conejos blancos neozelandeses y a partir de un
modelo de artrodesis posterolateral.

Primero se describen las caracteristicas generales so-
bre la fusion (Figura 2), considerando dos analisis inde-
pendientes (dos observadores) y luego la valoracion de la
osteointegracion evaluando histolégicamente las mues-
tras. Se sefiala que luego de la aplicacion de ambos trata-
mientos, tres especimenes murieron (10% de la muestra
total).

El 80 y 60% de las muestras, para los tratamientos Ay B,
respectivamente, present6 fusion completa, existiendo una
leve tendencia a detectar diferencias significativas en esas
proporciones (p = 0.079), siendo que 13 y 27% (p = 0.361),
correspondieron a la valoracion parcial, apenas.

Este patron fue diferente cuando la respuesta provino del
segundo observador (53 y 67% de fusion completa para A'y
B respectivamente, p = 0.456; 40% y 20% de fusion parcial,
p =0.197). Las Figuras 3 y 4 ilustran el patron diferencial
de las frecuencias observadas para la valoracion de la fu-
sion, para cada observador y en cada tratamiento. Se puede
observar que las grandes discordancias (p = 0.003) entre
los observadores se presentan en la valoracion de la fusion
(completa o incompleta/parcial) para el tratamiento injerto
autologo con placebo.

Al comparar con la valoracion de la osteointegracion, a
nivel histologico, las proporciones clasificadas como com-
pletas no difirieron entre los tratamientos (0.76 y 0.85 para
Ay B, respectivamente, p = 0.557, Figura 5) y no tienen
concordancia con la respuesta proveniente de los observa-
dores (p = 0.023). Esta falta de adherencia con el estandar
de oro es basicamente para las valoraciones en el tratamien-
to con vancomicina (p = 0.021).

Asi, considerando como mas especifica la respuesta
otorgada por el primer observador, el tratamiento con
vancomicina tiene 30% (IC 95%: 0.12-0.94) menos pro-
babilidad, respecto del tratamiento que so6lo recibid pla-
cebo, de presentar fusion completa. En otros términos, el
grupo que recibio injerto autélogo con vancomicina tiene
2.3 veces (IC 95%: 1.02-4.91) mas de oportunidad, res-
pecto del placebo, de ser clasificado con fusién incom-
pleta o parcial.

Figura 1: Imagenes operatorias del lecho quirtrgico tras la aplicacion de vancomicina en el injerto y lecho quirtrgico.

Acta Ortop Mex 2020; 34(5): 276-281
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Figura 2: Tomografia axial computada. A y B) Grupo de injerto autélogo mas placebo (fusion completa). C y D) Grupo de injerto autélogo mas vanc-

omicina (fusion parcial).
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Figura 3: Distribucion de frecuencias de la respuesta fusion completa en

los tratamientos de injerto autélogo con placebo y con vancomicina, segun
observador.

Discusion

A pesar del uso de la terapia sistémica con antibidticos y
las técnicas de esterilidad, las infecciones del sitio quirQr-
gico siguen siendo una gran preocupacion para los ciruja-
nos y pueden tener un efecto devastador en los resultados.
Numerosos estudios han demostrado que la vancomicina
en polvo mezclada con el injerto reduce significativamente
la incidencia de infeccion postoperatoria, pero hay escasa
bibliografia y cierta controversia en el efecto que presenta
sobre la osteogénesis.®"”

La migracion celular es un evento bioldgico clave en la
formacion y remodelacion de tejidos. Por lo tanto, se requie-
re un suministro continuo de osteoblastos para la remodela-
cion o6sea y la consolidacion de fracturas. Todas las dosis
de vancomicina ensayadas in vitro en el trabajo de Eder y
col. inhibieron significativamente el potencial de migracion
de los osteoblastos y, por lo tanto, podrian interferir con la
remodelacion dsea in vivo. La inhibicion de la migracion
celular puede explicarse por una supresion en la formacion
de seuddpodos, que es el mecanismo mas comun de loco-
mocion de células eucaridticas.' !
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Hay otros estudios in vitro que sugieren que la vancomi-
cina en altas dosis es toxica para diferenciar los osteoblas-
tos, sin embargo, en el estudio de Edin y col. sugieren que
solamente mas de 10 mg de vancomicina ya causa muerte
celularll.l&‘).l()‘l].16‘17.18

La aplicacion de vancomicina en dosis medias y altas dio
como resultado una disminucion significativa del pH y, por
el contrario, para la remodelacion 6sea in vivo se requieren
niveles alcalinos de pH, por lo que podria ser otro factor que
disminuya la osteogénesis."”

Estudios actuales, clinicos, no han logrado determinar
definitivamente el efecto de la vancomicina en la tasa de
seudoartrosis.*'*'> Sin embargo, en el metaanalisis de Al-
cala-Cerra y col. solamente tres estudios analizan el riesgo
de seudoartrosis luego de haber utilizado vancomicina en
polvo; incluyeron entre los tres trabajos un total de 2,156
pacientes, donde a pesar de las teorias que sefialan el poten-
cial efecto toxico que podrian tener las altas concentracio-
nes de vancomicina dentro de la herida quirtrgica sobre los
osteoblastos, el analisis del RR (riesgo relativo) combinado
indica que no existe diferencia estadisticamente significati-
va en el riesgo de seudoartrosis, lo cual posiblemente esté
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Figura 4: Distribucion de frecuencias de la respuesta fusion parcial en los
tratamientos de injerto autélogo con placebo y con vancomicina, segun ob-
servador.
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relacionado con la rapida repoblacion de estas células en el
lecho de fusion, tan pronto las concentraciones de vancomi-
cina disminuyen rapidamente dentro de la herida quirargica.
Las limitaciones de este metaanalisis es que fue observa-
cional, siendo lo ideal estudios controlados aleatorizados,
y ademas fue un bajo nimero de estudios (3) que evaluaron
fusion/seudoartrosis. '*

A su vez, en el trabajo de Mendoza y col. en un modelo
in vivo, en roedores, con un defecto femoral, se incluy6 un
grupo de alta dosis de vancomicina, para evaluar los posibles
efectos de concentraciones excesivas, pero no se encontraron
diferencias significativas en los puntajes de fusion, sin em-
bargo, es importante tener presente las diferencias anatomicas
entre las columnas de rata y humanas y que la curacion 6sea
en ratas generalmente ocurre a un ritmo mas rapido y por lo
tanto menos susceptible a factores inhibidores.'' En conse-
cuencia, debido a los distintos patrones de curacion, la van-
comicina podria tener un efecto diferente en los humanos y
pueden no tener un correlato directo en el escenario clinico.

Una publicacion actual de Zhang y col. en tibias de cone-
jos neozelandeses utilizando altas dosis de vancomicina, si-
milares al presente trabajo, observan una disminucion signi-
ficativa de la masa 6sea y de la secrecion de osteocalcina.”

En esta investigacion, con el objetivo de aclarar el efecto
de la vancomicina en la fusidn, se utilizaron conejos con
una dosis de vancomicina alta (5 veces mayor que la uti-
lizada rutinariamente en los procedimientos de fusion), en
donde los resultados obtenidos sugieren fuertemente que la
aplicacion local de vancomicina influye negativamente en
la curacion 6sea y fusion espinal. Algunas limitaciones que
resultan del presente trabajo fueron: el nimero de especi-
menes incluidos y ajustar la dosis de vancomicina para lo-
grar conocer la concentracion minima requerida para evitar
infecciones y para conocer el umbral critico por encima del
cual la vancomicina inhibe la curacion dsea.
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Figura 5:

Distribucion de frecuencias de la
clasificacion de la fusion en los trata-
mientos de injerto autélogo con pla-

Muerte cebo y con vancomicina.

Conclusion

La aplicacion de vancomicina en polvo, mezclada con
injerto autdlogo, reduce la formacion 6sea y las tasas de fu-
sion 30% pero a dosis cinco veces mas alta que las usadas
rutinariamente en los procedimientos de artrodesis o fusion
por el equipo médico de los autores. Por lo tanto, se consi-
dera que es toxico para los osteoblastos y es fundamental
para la formulacion de protocolos para prevenir infecciones
en el sitio quirdrgico sin generar efectos adversos en la os-
teogénesis.
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