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Introduccion

Las enfermedades infecciosas (EI) del polo anterior del ojo y en concreto, las
queratitis bacterianas constituyen un motivo frecuente de consulta en la practica médica.
Son padecimientos comunes que producen una importantisima morbilidad en personas de
todas las edades y de ambos sexos y, junto a las endoftalmitis, constituyen una de las

infecciones mas importantes del ojo, para la cual se consulta a los especialistas en EL

Desde la introduccion en 1935 de las sulfamidas y, posteriormente, de las penicilinas
en 1942, son muchos los cambios que se han originado en el aspecto clinico y pronostico
de muchas EI, por la introduccion, en rapida sucesion, de nuevos quimioterapicos que han

ampliado nuestras posibilidades de accion directa sobre los diversos agentes patogenos!.

En el curso de una infeccion bacteriana intervienen una serie de varables como los
mecanismos de defensa del huésped, la patologia originada por la infeccién y la virulencia,
metabolismo e inéculo del agente infectante. Por ello, la eleccion del quimioterapico tiene
gue estar en consonancia con el proposito preciso que se persigue al indicarlo, que puede
ser la profilaxis, el tratamiento empirico urgente o la terapia perfectamente discriminada de

una infeccidn bien conocida.

La terapia antimicrobiana tiene como objetivo impedir o retrasar el crecimiento de
los gérmenes en el lugar de la infeccion, permitiendo que la reduccion de la poblacion
bacteniana facilite la accion de las defensas inmunologicas del orgénismo. Falta todavia
informacion sobre la repercusion de muchos de los agentes que usamos sobre el sistema
inmunitario. Ademas, la enfermedad puede modificar las propiedades farmacocinéticas del

antimicrobiano alterando su absorcion y/o disposicion?,

Lo que se persigue, el ideal terapéutico de Ehrlich, es el hallazgo de un
antimicrobiano con un alto indice terapéutico -medido en funcion de la relacidén entre la
dosis maxima tolerada por el huésped y la dosis minima que cura la infeccion o dosis

terapéutica- y una baja tasa de desarrollo de resistencias!.
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Introduccion

Asi pues, la problematica que entraiia la eleccion de un antibidtico comprende las
pruebas de sensibilidad, pero también, y con la misma importancia, sus caracteristicas
farmacologicas, que son las que han de condicionar no solo su utilizacion, sino la via de
administracion y el intervalo entre cada dosis en funcion del conocimiento de la absorcion
del antibidtico por las diferentes vias, su distribucion por el organismo, eventual

metabolizacidn y eliminacion, y la relativa inocuidad o potencial toxicidad?.

En la actualidad, hay cada vez mas autores*® de acuerdo en considerar que en la
medida de la actividad antimicrobiana no basta con el conocimiento de estos parametros
solo, sino que deben realizarse estudios de la actividad antimicrobiana en funcion del
tiempo y del efecto postantibidtico (EPA) y de fendmenos biologicos asociados” # que se

originan por un tratamiento.

Los modelos animales nos han proporcionado un mayor conocimiento sobre la
patogénesis y el tratamiento de las ulceras corneales (UC) bacterianas, habiéndose
desarrollado numerosos prototipos para simular queratitis bacterianas en humanos. La
cornea es un tejido qtil para estudiar la patogénesis de la infeccion debido a su facil
accesibilidad y a las deficientes defensas fagociticas: siendo avascular, es facilmente sensible

a la infeccion y el progreso de la enfermedad puede observarse en ella sin dificultad®!!.

Antes de que un nuevo agente antibacteriano sea introducido para uso clinico,
deben haberse desarrollado sobre él estudios sobre su actividad in vitro e in vivo sobre
animales de experimentacion primero y en una fase posterior ensayos clinicos en humanos.
Asi pues, los aspectos mas importantes de estos estudios experimentales son la prevenciéon

y el tratamiento de las ET12.

Las queratitis plantean un problema grave para la vision del ojo, la necesidad de
implantar un tratamiento farmacolégico cuando aun se desconoce la etiologia del germen

infectante, nos lleva a la bisqueda de nuevos antimicrobianos que ademas de cumplir unos
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Introduccion

perfiles farmacocinéticos posean una buena actividad sobre un amplio espectro de

microorganismos.

Ofloxacino (OFX) es una fluorquinolona de amplio espectro cuya comercializacion
en su forma oftalmica ain no se ha realizado en nuestro pais. En este trabajo nos
proponemos valorar su actividad in vitro frente a 6 cepas de coleccion como representantes
de microorganismos gram positivos y gram negativos, que como se vera son responsables
comunes de UC, haciendo especial hincapié en el estudio del EPA v su implicacion en las
pautas de dosificacion de antimicrobianos. Por altimo, realizaremos un estudio de su
eficacia in vivo en animales de experimentacion a los que provocaremos una ulcera corneal

bacteriana.
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1.- LA ULCERA CORNEAL BACTERIANA

Las infecciones bacterianas de la cornea son amenazas graves para la vision. Las
ulceras de la cormea se presentan en el contexto de un traumatismo ocular o uso de lentes

de contacto, despues de cirugia, o cuando hay enfermedad preexistente de ia cornea.

Son procesos de extrema gravedad y deben ser considerados como urgencias
oftalmologicas. Su evolucion espontanea o los casos mal tratados llevan consigo una
extension de la infeccion con afectacion de toda la comea y en algunos casos conducen a la
perforacion y pérdida del globo ocular, Precisan, pues, un tratamiento precoz y eficaz para

preservar la mayor capacidad funcional posible del ojo.

1.1.- DEFINICION

Es la invasion de la cOrnea por bacterias proliferantes de patogenicidad y virulencia
variables, que conduce a la formaciéon de un absceso estromal y se acompafia de signos
inflamatorios de intensidad variable. La Glcera corneal aparece como un area de infiltrado

de color blanco, gnis o amarillo que se tifie con fluoresceinal3. 14,

1.2.- ETIOLOGIA

Se ha encontrado que los gérmenes responsables de las queratitis bacterianas varian
de una region y de un pais a otro'S, siendo con mayor frecuencia hallados: Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Moraxella, Enterobacteriaceae (Proteus, Klebsiella, Citrobacter, Serratia y

Enterobacter) y Streptococcus alfa-hemoliticol¢-21.
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1.3.- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En orden a esclarecer las diferentes etiologias de las tlceras corneales es necesario
tener siempre presente que existen otras situaciones en que hay una Ulcera corneai cuyo
origen no es infeccioso o no necesariamente bacteriano, por lo que atenderemos a los
siguientes criterios de identificacion que nos situaran en el contexto clinico real. Asi,

distinguiremos:

1.3.1.- Infecciones bacterianas

Las bacterias son causa de queratitis por invasion directa, por toxinas o por
hipersensibilidad. El epitelio comneal es la barrera mas resistente a la penetracion
microbiana. La membrana de Descemet impide el acceso de las bacterias pero no de los

hongos?2,

Las ulceras centrales a menudo estan provocadas por invasion directa y precedidas
de traumatismo. Tipicamente son blancas o amarillentas, como resultado del infiltrado
purulento. Pueden producir hipopién y perforaciéon corneal, especialmente si el tratamiento
no es el adecuado. Las ulceras y las queratitis epiteliales marginales tienen buen prondstico,
en la mayoria de las ocasiones se asocian a toxinas estafilocdcicas y con frecuencia

recidivan.

En general, las iticeras comeales causadas por gérmenes muy virulentos progresan
rapidamente y dan lugar a reacciones inflamatorias mayores como la formacion de
hipopion. Por el contrario, las ulceras debidas a microorganismos oportunistas tienden a ser
torpidas y a extenderse superficialmente. Si bien algunas tlceras corneales bacterianas
presentan ciertas caracteristicas clinicas distintivas, el tratamiento no debe fundamentarse

en la impresion clinica?’.
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El Streptococcus pneumoniae es la Gnica bacteria patogena corneal verdadera,
todas las demas son oportunistas y provocan infeccién si las defensas de! huésped estan
debilitadas (traumatismo). El Staphaylococcus aureus, productor de exotoxinas, es el
organismo mas frecuentemente implicado en las infecciones corneales. También pueden
causar queratitis las especies de Strepfococcus spp., Neisseria gonorrhoeae 'y
Pseudomonas spp. (colirios contaminados) y de modo mas excepcional Bacillus subtilis,
los organismos Proteus, Serratia, Klebsiella, E. coli y otros. Ademas, aunque menos
comun, se encuentra la infeccion por la especie Moraxella, los diplococos gram negativos
y, en ocasiones, las infecciones por anaerobios gram negativos y gram positivos.
Ocasionalmente se ha encontrado Propionibacterium acnes -un anaerobio- como causa de

ulcera corneal? 24,

En las Glceras comrneales limbares y en los infiltrados pueden desarrollarse
microorganismos patogenos y esto debe tenerse siempre en cuenta. Asi, la Alternaria se ha
hallado en los infiltrados marginales semejando a un infiltrado inmune y, ocasionalmente,
organismos gram negativos se han encontrado en el pénfigo ocular con Giceras corneales.
Es necesario, por tanto, obtener un diagndstico de laboratorio a pesar de sospechar una

causa inmune o de otros factores como problema primario!S.

1.3.2.- Queratopatias troficas

Las queratopatias troficas pueden conducir a la lisis del estroma, especialmente,
cuando se asocian con queratitis seca, y también, a una perforacion en ausencia de
infiltrado celular. La falta de infiltrado celular puede ayudarnos a distinguirlas de una causa

bacterianals,
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1.3.3.- Queratopatias téxicas

Se ven a menudo en la utilizacion de farmacos tales como anfotericina B,
idoxuridina, neosporina, gentamicina y anestésicos locales. Si estos farmacos se utilizan

durante 10 ¢ mas dias, pueden observarse areas con multiples infiltrados en el estromalé.

1.3.4.- Queratitis traumaticas

Por exposicion luminosa (esquiadores, soldadores) y las ocasionadas por lentillas:
suelen ser superficiales. Se tratan con vendajes compresivos y pomadas epitelizantes

(después de extraer las lentillas en el segundo caso). Se pueden emplear calmantes orales?2,

1.3.5.- Infecciones viricas

El herpes simple puede afectar a la conjuntiva, cornea y vea, pero lo mas frecuente
y la infeccion que amenaza a la vista es debida a la queratitis del epitelio o estroma!s. La
sensibilidad corneal esta disminuida y los frotis muestran células multinucleares y ausencia
de bacterias. La prueba de anticuerpo con fluorescencia es positiva. Con frecuencia hay
antecedentes de queratitis herpéti.ca o herpes labiallé. Se pueden tratar con idoxuridina y

alguno de los agentes antivirales por via oral y, Ultimamente, se usa el aciclovir.

1.3.6.- Infecciones por hongos

El uso prolongado y variado de antibidticos, corticoides o inmunosupresores
favorece la aparicion de micosis?’. Las queratitis fiingicas producen ulceracion superficial y

diversos focos de infiltrados satélites. Se forma un absceso corneal. Los hongos atraviesan
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facilmente la membrana de Descemet y provocan inflamacion ocular importante con

hipopion?2.

Las queratitis por hongos se originan con mayor frecuencia por Candida spp..
Menos frecuentemente se han encontrado hongos filamentosos, Aspergillus,
Cephalosporium y Fusarium. La mayoria se comportan como oportunistas y no siempre se
distinguen clinicamente de las de otros origenes, por eso son necesarios las pruebas de
laboratorio?®. El tratamiento es a base de anfotericina B, nistatina, miconazol y

ketoconazol?2.

1.3.7.- Queratitis por pargsitos

Son poco frecuentes, causadas por Acanthomoeba spp., oportunistas y de vida
independiente?’. Son torpidas y muestran muchas de las caracteristicas de una tlcera
corneal por hongos filamentosos. Pueden originar una queratitis purulenta y debe pensarse
en ellas en los casos de Glceras muy graves resistentes al tratamiento. El diagndstico lo da
el hallazgo de quistes o trofozoitos?? desde los medios liquidos (soluciones de manejo de
lentillas, humor acuoso, etc.), lentillas y estuches, y la biopsia corneal que evalGa la

presencia histologica de los quistes.

1.4.- PATOGENIA

La piel y las membranas mucosas intactas constituyen la primera barrera de defensa
contra la infeccion. El mecanismo de lavado continuo por las lagrimas, asi como la
presencia de lisozima, betalisisnas y anticuerpos naturales (Ig A) en ellas, desempeiia un
papel importante en la defensa contra la infeccion?®. Ademas, las reacciones inespecificas
contra una noxa, como son la fagocitosis de los agresores por los neutrofilos y macrofagos,

ayudan a un huésped no comprometido a convivir o destruir al oportunista cuando éstos
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sean bacterias u hongos. A la semana ya esta en marcha la respuesta celular y humoral
especifica que es necesaria para el huésped no comprometido sélo si la inoculacién

microbiana es importante.

Como ocurre con la mayoria de los oportunistas, una inoculacion pequefia puede
manejarse razonablemente bien por las defensas del ojo normal, de manera que solo en un

ojo comprometido inmunoldgicamente se producira enfermedad.

Con excepcion de las ulceras por Streptococcus pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Corynebacterim diphteriae y las especies de Listeria,
en general, se precisa una lesion epitelial previa que rompa la barrera protectora que

constituye el epitelio corneal!”. 18.30.31,

Existen situaciones de compromiso local; antecedente de traumatismo con o sin
cuerpo extraiio, ojo seco, abuso de farmacos toxicos (anestésicos tOpicos, agentes
cicatrizantes, antibidticos e idoxuridina), abuso de lentes de contacto, queratopatias previas
(queratopatia bullosa, queratitis metaherpética, quemaduras térmicas o quimicas, etc.). Si
se suman a enfermedades sistémicas pueden producir un huésped inmunocomprometido32-34

y pueden contribuir a la produccion de una infeccion corneal.

Los sindromes de ojo seco predisponen también por disminucion del efecto
mecanico de barrido de las lagrimas, lo que permitiria o facilitaria la adherencia de las
bacterias al lecho del defecto epitelial, y por la disminuciéon de lisozimas, betalisinas y

anticuerpos.

El abuso de medicaciones tépicas (antibidticos, idoxuridina, anestésicos, etc.) no
solo favorece la infeccion bacteriana por su efecto toxico sobre el epitelio, sino que ademas
altera el equilibrio de la flora conjuntival (al desplazar la flora gram positiva normal del
saco conjuntival y reemplazarla por una anormal gram negativa) y modifica el cuadro

clinico dificultando el reconocimiento de su verdadera naturaleza!3- 16,
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Las queratitis bacterianas asociadas con el uso de lentillas requieren la presencia de
organismos patdgenos en cantidad suficiente para vencer las defensas locales y romper el
epitelio corneal para conseguir la penetracion en el estroma corneal. Los organismos mas
frecuentemente asociados con queratitis microbiana requieren un defecto epitelial para

conseguir acceder al estroma.

El mecanismo de formacion de infiltrados y ulceras en la cdrnea se produce
probablemente por la combinacion de leves traumatismos sobre la cornea, provocados bien
en la insercion o remocion de la lentilla, por roturas de la misma, por hipoxia o mala
adaptacion, o bien por un cuerpo extrafio, que originan siempre una minima

desepitelizacion, y esto unido a la presencia de bacterias, virus u hongos en la lagrima.

El uso de lentillas, por si mismo, se cree que no altera la flora microbiologica
conjuntival. Sin embargo, los estuches donde se guardan las lentillas y sus soluciones se
contaminan con gran frecuencia por una amplia variedad de microorganismos, y a ellos se

atribuye la causa de las infecciones®*37.

Las bacterias pueden adherirse directamente a las lentillas blandas y parece que esta
adherencia es mayor cuando las lentillas estan cubiertas por mucina y proteinas®®. Se ha
visto que P. aeruginosa se adhiere a las lentillas blandas usadas y sin usar, aungue, no esta
claro si este organismo tiene una capacidad preferencial para unirse en comparacion con
otras bacterias. También se han recogido desde la cérnea organismos tales como

Mycobacterium fortuitum y chelonei*®-® y Capnocytophaga.

Las infecciones propiamente dichas en los portadores de lentillas se producen
habitualmente por S. epidermidis y S. aureus. Pseudomona aeruginosa es la que con mayor
frecuencia se asocia con infecciones por lentillas blandas o soluciones contaminadas.

También podemos encontrarnos S. pneumoniae y Enterobacteriaceae (Proteus y E. coli).

U.CM. Facultad de Medicina il



Introduccion

Desde ¢l punto de vista sistémico, hay que valorar la presencia de alteraciones que
sean capaces de disminuir las defensas del organismo: tratamientos con farmacos
inmunosupresores o corticoides, Gltimo trimestre del embarazo, alcoholismo crénico,
malnutricién severa, drogadiccion, sindromes de inmunodeficiencia (Sd. de Wiskott-

Aldrich), diabetes, quemaduras corporales extensas, infancia, vejez!6.

Asi, la barrera del epitelio corneal puede dafiarse en el déficit de vitamina A y la
inmunidad celular estara disminuida en los casos de déficit proteinico v calérico. Es
comprensible, pues, que las ulceras corneales nutricionales severas se observen con mayor
frecuencia en ciertas partes del mundo en la cuales la malnutricion constituye un problema

importante!'®.

El recién nacido (RN) estd sujeto a infecciones oportunistas dado que el sistema

inmune celular se desarrolla lentamente.

E! anciano presenta una disminucion de la capacidad del organismo para reaccionar

frente a agentes invasores mediante mecanismos inflamatorios y celulares.

Los organismos patogenos oportunistas se han considerado contaminantes o
habitantes no dafiinos, pero en un individuo inmunocomprometido pueden multiplicarse y
producir una enfermedad corneal*!. Asi son mas frecuentes en estos sujetos la infeccion
corneal por: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus alfa y beta
hemolitico, Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Enterobacter aerogenes, Escherichia y

Nocardia.
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1.5.- ANATOMIA PATOLOGICA
El lugar de infeccion en la alcera corneal bacteriana es el estroma.

La queratitis se puede presentar en heridas puntiformes o pequefias heridas lineales
de la cornea, penetrantes ambas, y tiene un inicio y una evolucién semejante a la que tiene

lugar en la instauracion de cualquier Glcera corneal infecciosa.

La pérdida de sustancia empieza siempre a nivel del epitelio, alrededor de la
perforacion corneal, y las lesiones se van haciendo progresivamente mas profundas.
Después de afectarse el epitelio, la membrana de Bowman, siempre muy fragil, es destruida

rapidamente por los leucocitos polimorfonucleares.

Los bordes de la lesion representan la zona de extension o crecimiento. Debajo del
epitelio y de la membrana de Bowman encontramos agrupaciones de polimorfonucleares y
de gérmenes, y es por lo que para efectuar un cultivo deberemos practicar un legrado a
nivel de la lesion, lo suficientemente profundo para que nos pueda poner de mantfiesto la
presencia de los gérmenes y poder saber, a través del antibiograma, el antibiotico méas

eficaz para cada caso.

La presencia de leucocitos en el endotelio y en el estroma corneal puede ser un
problema grave, ya que pueden originar alteraciones en la estructura endotelial en virtud de

sus enzimas lisosdmicas y desencadenar asi un edema corneal permanente.

En todo foco de queratitis profunda o de Ulcera comeal infecciosa se origina una
produccion de enzimas proteoliticas a partir del epitelio necrosado, que va a ser
responsable de la progresion de la infeccion a través del estroma, no sélo en extension, sino

también en profundidad, ayudada por el propio edema del estroma corneal.
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Los polimorfonucleares van aumentando en cantidad e infiltrando mas capas del
parénquima corneal, estableciéndose una cadena de progresion que llevara a la aparicion de
un absceso corneal, a veces con un rodete de crecimiento evidente a simple vista. La
membrana de Descemet es muy resistente, persistiendo bastante tiempo normal a pesar de
la presencia de polimorfonucleares en sus dos caras. La evolucion de un absceso corneal es

hacia la perforacion®2,

El hallazgo de un absceso anular en la comea es muy poco frecuente en las
enfermedades infecciosas oculares. Su presencia es indicio de la naturaleza devastadora de
la reaccion inflamatoria y generalmente es de pronodstico grave para el ojo. Aunque
Pseudomonas aeruginosa y el género Proteus pueden producir abscesos anulares, las

especies Bacillus son las que se aislan con mayor frecuencia®?.

1.6.- CLINICA

El dolor, de inicio agudo, es un sintoma habitual en las afecciones de la cornea,
debido a su rica inervacion con fibras para el dolor. Aumenta con el parpadeo. Los
estimulos luminosos ocasionan contraccion dolorosa del iris hiperémico con sensacion de
fotofobia y potencian la secrecion lacrimal con aparicion de epifora (lagrimeo). El parpadeo
sobre las superficies inflamadas produce una sensacion de cuerpo extrafio y blefarospasmo.

Es casi norma un déficit visual causado por la infiltracion corneal?2.

En la inspeccion se observa inyeccion y edema conjuntival y palpebral, con un
defecto epitelial que tipicamente tiende a extenderse hacia el centro de la cornea alejandose
de las arcadas vasculares del limbo, a diferencia de las Glceras inflamatorias no infecciosas
que suelen ser limbicas. Se observa una inyeccion ciliar debida a la irritacion de las
terminactones nerviosas cormeales que produce una vasodilatacion refleja de los vasos del
iris y cuerpo ciliar. Hay una infiltracion (infiltrado que puede ser grisiceo y necrotico) y

edema estromal variables que pueden estar alejados de la ulcera. Supuracion estromal
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localizada (abscesos estromales que pueden ser evidentes como infiltrados pequefios y
profundos, y pueden observarse plaquetas fibrinosas en el endotelio). Secrecion
mucopurulenta adherida al lecho de la dlcera. Reaccion inflamatoria variable sobre la
camara anterior: pliegues endoteliales, humor acuoso fibrinoide y en ocasiones hipopion. El
hipopién es causado por los efectos toxicos del organismo sobre los vasos del iris y del
cuerpo ciliar con una gran produccidon resultante de fibrina y leucocitos

polimorfonucleares!?.

La pupila suele ser normal al igual que la tensién ocular.

Es importante el seguimiento de la evolucion de una 1lcera corneal bacteriana** 45,
El dolor, los cambios en el area de la superficie ulcerada, un aumento en la infiltracion
celular del estroma, un aumento de la reaccion en la camara anterior, la lisis del estroma
corneal y a veces la lisis de la esclera pueden alertarnos acerca de futuros problemas. Lo

mas importante a seguir es la supuracion y el grado de infiltracion, mas que el hipopion.

La reaccion inflamatoria severa puede conducir a cambios permanentes como
cataratas polares anteriores, sinequias posteriores y anteriores, aumento de la presion

intraocular, descematocele o perforacion*, cicatrices en el estroma y edema de la comea.

1.7.- FORMAS CLINICAS DE PRESENTACION

1.7.1.- Streptococcus pneumoniae

Diplococo, aerobio facultativo, no esporulado, se dispone a pares, con forma oval y
con la extremidad distal de cada par con forma de punta de lanza y en forma de cadenas.
Gram positivo, alfa-hemolitico, encapsulado. Para su crecimiento puede requerir un
ambiente rico en CO,. Puede ser aislado de la faringe en el 30-70% de las personas en

condiciones aparentemente normales*. Su proximidad con el ojo puede explicar su
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frecuencia en queratitis, dacriocistitis y endoftalmitis postquirirgicas. La dacriocistitis
cronica puede ser un factor causante de queratitis asociada con traumatismos corneales

menores. Puede presentarse como agente saprofito en el parpado o en el saco conjuntival.

La ulcera corneal puede ser oval o redonda, de bordes bien definidos y excavados,
localizada o con tendencia a propagarse en una direccion, generalmente central, y de color
blanco-grisaceo. Desarrolla edema epitelial e infiltrado estromal adyacentes discretos,

reaccion de la camara anterior intensa con hipopion frecuente y puede perforarse!3 47,

1.7.2.- Especies de Staphylococcus

Cocos gram positivos, no esporulados, aerobios facultativos, inmoviles, tienden a
agruparse en masas desordenadas que recuerdan los racimos de uva; también como
elementos unicos, a pares, formando tétradas o en cadenas cortas de 3 a 4 células. Crecen
facilmente sobre los medios de cultivo comunes y en presencia de concentraciones elevadas
de cloruro sodico (alrededor de un 7-8%). Relativamente resistentes al calor, a la

desecacion y a los desinfectantes*®.

Colonizadores habituales de la piel, en general se admite que la capacidad para
causar enfermedad en este género es una combinacion entre factores de virulencia de los
estafilococos y alteraciones en la resistencia del huésped. El estafilococo es una causa rara

de queratitis en el ojo sano, pero puede verse especificamente en cuadros postraumaticos¥.

Se considera a Staphylococcus aureus como patdgeno potencial de gran
importancia y su virulencia viene determinada principalmente por la produccion de
coagulasa y la fermentacion del manitol. Se encuentra en la piel, en la nariz y en la

conjuntiva y es un agente patdogeno oportunista.

UCM. Facultad de Medicina 16



Introduccion

Staphylococcus epidermidis se denomina asi, por ser habitual de piel y mucosas; es
el mas comun de los estafilococos coagulasa negativos aislados en clinica y esta alcanzando
mas importancia en patologia humana. Es causa frecuente de queratitis en cormeas con
enfermedades previas y en individuos que no mantienen una higiene correcta de sus lentes
de contacto. Su accidn es toxicogena y patogénica*® y aunque S. aureus es mas virulento,

la resistencia a antibidticos es mas frecuente en esta especie.

La ulcera corneal producida por este género suele ser oval, localizada y de bordes
bien definidos, se inicia muy frecuentemente en la periferia y, en principio, es superficial
con poca reaccion de la cdmara anterior, aunque puede profundizar y formar absceso

intraestromal. Evolucion en general mas lenta!3,

1.7.3.- Pseudomonas aeruginosa

Bacilo gram negativo, no esporulado, aerobio obligado, mévil, no fermentador,
oxidante. Crece facilmente en los medios de cultivo comunes donde puede producir
piocianina que difunde a través de los mismos. Su habitat estd constituido generalmente por
el suelo y el agua, presente en plantas, frutas y verduras. Se aisla en condiciones normales
en un 10% de las muestras de heces humanas y ello puede ser el origen de algunas
epidemias y de la contaminacién cutanea. Puede encontrarse en las zonas mas hiumedas de

la piel (ingles y axilas) y en la saliva%.

Se ha encontrado como agente contaminante en hospitales, en soluciones de
fluoresceina*®, en embellecedores de pestaiias®® y en los estuches de lentes de contacto mal
higienizados. Se ha observado como causa de infeccion en pacientes jOvenes y sanos con
habitos higiénicos poco adecuados’” y en queratitis en pacientes comatosos’!. Los
huéspedes inmunocomprometidos estan muy predispuestos a la infeccidn por esta especie.

Su virulencia guarda relacion con la movilidad y la produccion de una colagenasa
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calciodependiente, que es inhibida por el acido etilendiamino-tetraacético disodico

(AETD), pero no por la cisteina.

Es quizas el organismo gram negativo que con mds frecuencia produce ulceras
corneales y que puede derivarse de una ligera abrasion o de intervenciones quirirgicas por

eliminacion de cataratas?®.

Presenta un curso tipicamente rapido y virulento, con un tiempo de latencia corto
(18 horas) y una evolucion rapida (puede doblar el tamafio en 24 horas) por la elaboracion
de enzimas proteoliticas que destruyen el coligeno estromal. La ulceraciéon es central o
paracentral, irregular y extensa con gran infiltracion estromal y edema epitehal que,
tipicamente, es difuso y alejado de la tdlcera. A veces se acompafia de "anillos
inmunolégicos" por activacion de la via alternativa del complemento. Se acompafia de una
importante secrecion mucopurulenta amarillo-verdosa adherente a la tlcera. La reaccion de
la camara anterior es intensa con frecuente hipopién. Forma descematocele y perforacion

de forma frecuente y precoz!3.

La infeccion puede permanecer latente durante largo tiempo y puede recidivar a los
dias de interrumpir el tratamiento. Por esto, los tratamientos deben continuarse varias
semanas después de la aparente cura clinica. Cuando la infeccion corneal se extiende a la
esclera, el tratamiento médico se hace dificil, haciéndose necesario la queratoplastia y la

crioterapia aplicada a la cornea circundante y al limbo esclerocorneal.

1.7.4.- Pseudomonas fluorescens

Responsable de queratitis en ojos con anormalidades previas. Es menos destructivo

que P. aeruginosa debido a que no produce colagenasa.
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1.7.5.- Especies de Moraxella

Cocobacilos o bacilos cortos gram negativos, no esporulados, aerobios obligados,
inmoviles, no fermentadores, no oxidantes. Se disponen a pares, aislados o en cadenas
cortas; algunas cepas presentan un aspecto filamentoso. Crecen sobre medios de cultivo
comunes y en las células epiteliales descamadas. No se aislan en el ambiente, pero es
habitante normal del tracto respiratorio superior, del tracto urogemtal y de la piel del

hombre y varios animales. Se considera patdgeno oportunista®,

La especie aislada con mayor frecuencia en infecciones oculares es la M. lacunata,
responsable de blefaroconjuntivitis cronicas que se localizan en los margenes palpebrales
cercanos a los angulos de los ojos, con produccion de un exudado mucopurulento. En
ocasiones pueden evolucionar a una ulcera corneal. Es probable que la infeccién pueda

originarse en la nasofaringe de los propios individuos?*6.

La vlcera es indolora, ovalada y periférica (en el tercio inferior de la cormea), con
borde excavado en direccion al centro corneal. Suele ser localizada y de evolucién torpida,
avanzando en profundidad hacia el estroma con poca reaccion de la camara anterior y solo
en cerca de la mitad de los casos presenta hipopion!®. Generalmente afecta a un huésped

debilitado (ancianos, alcoholicos, diabéticos, malnutridos, etc.)52.

1.7.6.- Enterobacterigceae

Las especies como E. coli, Aerobacter y Proteus son poco frecuentes como

responsables de queratitis.

El agente que con mas frecuencia se aisla en las infecciones oculares de este grupo
es el Proteus vulgaris®, que origina queratitis muy severas, con perforacion y ulceras

anulares.
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Serratia marcescens es un organismo oportunista que se encuentra en el suelo, pero
no en la conjuntiva normal. Se ha observado en los estuches de las lentes de contacto. Su
accion viene mediada por una endotoxina y una proteinasa que pueden causar infiltrados

estromales periféricos y ulcera corneal paracentral severa con perforacion®4.

Klebsiella se ha encontrado como responsable de ulceras corneales en individuos

debilitados.

1.7.7 - Especies de Bacillus

Bacilos gram positivos, aerobios obligados o facultativos, a menudo moéviles por
flagelos laterales, forman esporas en posicion central o paracentral, que no deforman la
bacteria. En el estado de esporulacion pueden producir antibidticos. Crecen facilmente en
medios de cultivo comunes. Son muy ubicuos en la naturaleza, aislandose del suelo, agua y
polvo; alguna especie forma parte de la flora intestinal normal del hombre y algunos

animales?®®.

Bacillus cereus es el patdgeno ocular mas importante en su género y posiblemente
uno de los organismos mas destructivos que afectan al ojo. La mayoria de los casos
proceden de una diseminacion hematogena, generalmente entre individuos ADVP. La
panoftalmitis puede seguir a un traumatismo penetrante producido por un cuerpo extrafio
metalico. De forma caracteristica aparece un cuadro de dolor severo en las primeras
24 horas de la lesion, seguido de quemosis, edema periorbitario y proptosis extrema. Poco
después se instala una febricula acompafiada de leucocitosis moderada por
polimorfonucleares. Se forma un anillo de edema en la coérnea periférica seguido del
desarrollo rapido de un absceso corneal circunferencial. Debe sospecharse infecciéon por
B. cereus en toda lesion penetrante causada por un cuerpo extraiio metalico que se produce

en un ambiente en el que la contaminacion con tierra es posible.
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1.8.- DIAGNOSTICO

Es imprescindible el diagndstico etiologico, sobre todo en las ulceras centrales®s. El
curso, la morfologia clinica de la lesion corneal y una extension citologica pueden ser de

gran valor para iniciar el tratamiento. El cultivo es obligatorio.

A excepcion tal vez del curso fulminante y la necrosis extensa tipicas de la queratitis
por Pseudomonas, el cuadro clinico es en extremo inespecifico, sin olvidar que una
queratitis previamente tratada o una queratopatia sobreinfectada (Olceras neurotroficas,
metaherpéticas, etc.) pueden presentar un cuadro clinico totaimente diferente al habitual
para el germen de que se trate. Por lo tanto, seria arriesgado instaurar un tratamiento

especifico por la simple apariencia clinica.

El examen con fluoresceina debe hacerse antes de evaluar la sensibilidad corneal, ya
que esta prueba puede dejar puntos o lineas que se tefiirian. La sensibilidad disminuye en la

queratitis por herpes simple.

El estudio microbiolégico nos confirmara o descartara el caracter infeccioso
bacteriano del proceso, y nos permitira establecer unas guias acerca de la sensibilidad del
germen causal a los diferentes antibidticos. Hay que realizarlo antes de cualquier
tratamiento, especialmente antibidtico, ya que un tratamiento previo incorrecto puede hacer
impostible la identificacion posterior del germen causal y crearnos grandes dificultades para

su tratamiento.

La tincion de Gram evidencia bacterias y levaduras; la de Giemsa muestra las hifas,
las células gigantes multinucleadas, las inclusiones intracitoplasmaticas y las caracteristicas
morfologicas celulares®s. Las inclusiones intranucleares pueden verse con la tincion de
Papanicolau con fijadores acidos. Deben reservarse varios portaobjetos adicionales para

tinciones especiales a efectuar mas adelante si se considerara necesario.
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La extension tefilda con Gram, cuando sea positiva nos permitird realizar una
primera identificacion genérica del germen causal y orientar el tratamiento inicial con mas
precision. Sin embargo, el Gram tampoco tiene un valor absoluto: en el 20% de los casos

s negativo, el 20% muestra dos 0 mas gérmenes y solo el 60% muestra un Gnico germen!3.

Aun en los casos positivos, 1a correcta identificacion del germen causal determinada
por su concordancia con el resultado final del cultivo no se consigue en todos los casos.
Pueden cometerse errores por confusion con la flora normal de fa capa lagrimal, por mala
técnica de tincidbn que provoca una lesion de la pared bacteriana que altera sus

caracteristicas tincionales, o por tratamientos antibioticos previos.

En los casos en que el Gram muestra un unico germen, la identificacion correcta
del mismo se consigue en un 75% de los casos, siendo su fiabilidad mucho mayor cuando
se trata de bacilos gram negativos o cocos gram positivos (hasta un 89-90%) y muy inferior
s1 se trata de bacilos gram positivos o cocos gram negativos (s6lo en 25%). Cuando el
Gram muestra dos 0 mas gérmenes, la correcta identificacion se consigue sdlo en un

37%.17. 18,

El medio de agar sangre permite el crecimiento de la mayoria de los agentes
patogenos aerobios y algunos hongos. En agar chocolate crecen las especies de Moravella,
Neisseria y Haemophilus. El caldo de tioglicolato posee un agenté reductor en donde
crecen los organismos aerobios y los anaerobios (Actynomices); los primeros crecen cerca
de la superficie y los segundos por debajo de ella. El medio de Lowenstein-Jensen puede
usarse para el cultivo de Mycobacterium y Nocardia, El medio de Thayer-Martin es un
agar chocolate enriquectdo que contiene antibidticos y es de eleccion para Neisseria. El
medio de Sabouraud sin cicloheximida (un inhibidor de hongos saprofitos) es selectivo pﬁra
hongos, tiene un pH acido que inhibe el crecimiento bacteriano y se incuba a temperatura

ambiente (26°C).
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El trabajo minimo del laboratorio consistira en un Gram y un cultivo en agar sangre.
Si se sospecha la existencia de hongos, se hara un cultivo adicional en Sabouraud. Y si se

dispone de material suficiente debe hacerse un Giemsa y un tioglicolato.

Cultivos negativos de 3 a 11 dias pueden indicar ulcera no bacteriana, que el
tratamiento antibidtico previo ha inhibido el crecimiento del organismo, que se han tomado
muestras inadecuadas o técnicas de cultivo inadecuadas. Los cultivos en anaerobiosis deben
realizarse cuando persiste la infeccion. Ademas, debe buscarse siempre la existencia de

parasitos.

1.9.- TRATAMIENTO

El cardcter grave y la evolucidén a veces muy rapida de las ulceras bacterianas no

permite esperar los dos o tres dias precisos para tener los resultados de los cultivos.

La eleccion del antibidtico a utilizar de forma inicial se atendra a los siguientes
criterios: frecuencia, cuadro clinico y tincion con Gram. Se aconseja utilizar siempre que
sea posible un solo antibidtico, pero por otro lado, la extrema variabilidad de gérmenes
causantes de una queratitis hace imposible disefiar una pauta que cubra totalmente todo el

espectro de gérmenes.

Confirmada la naturaleza bacteriana de la ulcera, la eleccion del antimicrobiano
vendra determinada por el resultado de las pruebas de sensibilidad, lo cual nos permitira

corregir 0 seguir con el tratamiento iniciado!3.

En principio, no todos los antibiéticos tienen o actuan con el mismo mecanismo de
accion sobre la bacteria y no todos tienen una capacidad de penetracion ocular suficiente

para ser elegidos como tratamiento’?. Por ello, a igualdad sensibilidad antimicrobiana se
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elegiran los antibiéticos mejor tolerados, los que posean una mayor concentracion corneal y

los que al mismo tiempo sean mas economicos’®,

Los objetivos que se persiguen con el tratamiento son detener las alteraciones

estructurales adicionales, promover la curacion del estroma y la reepitelizacion corneal®®.

En general, la via de administracion mas utilizada es la topica mediante el uso de
gotas fortificadas. Y, asi, segun el microorganismo infectante las indicaciones actuales
aconsejan utilizar cefalosporinas frente a Streptococcus y Staphylococcus®, las cuales
generalmente son mas activas contra la penicilasa de estas bacterias que bacitracina,
eritromicina y lincomicinalé. Penicilina G se aconseja frente a cocos gram negativos
(Neisseria) y aminoglucésidos frente a bacilos gram positivos (Corynebacterium) y gram

negativos (Pseudomonas).

En las dlceras extensas se administrara una inyeccion subconjuntival de cefazolina y

tobramicina o gentamicina, en espera de los cultivos??,

El tratamiento sistémico debe reservarse para la supuracion escleral o para impedir
la perforacidon corneal o en los casos en que esta exista!, y se hara con cefazolina en el
caso de cocos y con aminoglucosidos antipseudomonas (AGAP) en el caso de bacilos.
También se utiliza esta via en situaciones especiales como es el caso de la

queratoconjuntivitis tuberculosa??.

No obstante, a pesar de los avances en ¢l tratamiento, el resultado de las UC es, a
menudo, no satisfactorio y la experiencia climica y los estudios experimentales in vivo
enfatizan la importancia crucial de un inicio precoz del tratamiento, e invitan a la busqueda

de nuevos antimicrobianos.
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2.- ANTIMICROBIANOS
2.1.- OFLOXACINO

Analogo del acido nalidixico, es un quimioterapico de sintesis introducido en la
practica clinica en los afios 85/86. Activo por via oral, actia bloqueando la accién de la

ADN-girasa bacteriana inhibiendo la sintesis del ADN. Bactericida rapido, de amplio

espectro. Su perfil farmacocinético es superior al del ciprofloxacino.

2.1.1.- Estructura quimica

Denvado de la pindona actdo carboxilico, la introduccion de un atomo de flior en
posicion 6, y de un anillo pipercina en posicion 7, lo clasifica dentro de las quinolonas
fluoradas. Posee, ademas, un enlace en anillo del nitrogeno 1 y el carbono 8 del niicleo

quinolonico y un grupo metilo en la posicion carbono 3 del anillo oxacina2.

Fig. 1: Estructura quimica de ofloxacino.

2.1.2.- Propiedades fisico-quimicas

Cristales o polvo cristalino opalescente, blancuzco a amarillo palido.

Termorresistente y estable a temperatura ambiente, fotosensible, inodoro, de sabor
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amargo, muy soluble en acido acético glacial, poco soluble en cloroformo, ligeramente

soluble en agua, metanol, etanol y acetona, y muy poco soluble en acetato de etilo.

2.1.3.- Mecanismo de accion

Las moléculas de antibiotico penetran al interior de 1a célula bacteriana a través de
las porinas y mediante un mecanismo activo de la membrana citoplasmatica. El grado de
penetracion no esta relacionado con la mayor o menor actividad antibacteriana ni con la
concentracion externa de moléculas de antibidtico®?. Una vez dentro, se fijan a la ADN-
girasa impidiendo -a concentraciones altas- 1a preparacion del ADN para la transcripcion,

mientras que a bajas concentraciones se bloquea la replicacion.

El mecanismo primario de accion de las quinolonas es la mhibicion especifica de la
ADN-girasa bacteriana, -[topoisomerasa de tipo II formada por dos subunidades A
(codificadas por el gen gyr A) y dos subunidades B (codificadas por el gen gyr B). Las
primeras introducen puntos de rotura alternos en zigzag en los campos del ADN. Las
segundas superenrollan los campos de ADN, y las subunidades A reconectan nuevamente
los puntos de escisién del ADN]-6+ 65 evitando la reconexion de los puntos de escision
introducidos en el ADN por la unién de la quinolona a una de las bridas del ADN
impidiendo la formacion de los bucles de enrollamiento. Lo cual produce una expansion y
desestabilizacion del ADN que no tendra espacio suficiente en el interior de la célula

bacteriana y junto con la produccién de exonucleasas se producira la muerte celulars-5°,

Existe un segundo mecanismo de accion de las quinolonas no relacionado con el
ARN ni con la sintesis proteica y que se ha demostrado con la adicion de rifampicina,
cloranfenicol y tiamfenicol a la concentracion con mayor actividad de quinolona. Se ha
visto que con la excepcion de ciprofloxacino y ofloxacino, estos farmacos suprimen el
efecto bactericida de las quinolonas, mientras que con ellos este efecto se reduce, pero no

se suprime.
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Por otro lado, todas las quinolonas tienen una curva de respuesta bifasica que
condiciona que a concentraciones superiores a las optimas que inhiben la sintesis de ARN
se reduzca, hasta cierto punto, el efecto bactericida. Sin embargo, ofloxacino solo presenta
un 1% de supervivencia bacteriana por encima de sus concentraciones Optimas, en
comparacion con la supervivencia de mas del 10% de otras quinolonas. Todo ello indica la

existencia de una segunda accion de ofloxacino independiente del ARNS7.

2.1.4.- Actividad antimicrobiana

Tiene un amplio espectro antibacteriano que abarca a la mayoria de los gram

negativos y a muchos cocos y bacilos gram positivos y algunos anaerobios.

Es muy activo frente a enterobacterias: especies de Citrobacter, Enterobacter,
E. coli, Klebsiella, Morganella morganii, Proteus (mirabilis y cepas indolpositivas)”’,
Salmonella, Shigella y Yersinia enterocolitica; especies de Providencia y Serratia son
menos sensibles. Activo frente a especies de Neisseria (gonorrhoeae y meningitidis),
Acinetobacter’', y Branhamella catarrhalis™. Activo sobre especies de Haemophilus
(influenzae, parainfluenzae y ducrey)”. También tiene actividad frente a Pseudomona
aeruginosa’® ™, Aeromonas y Plesiomonas, sobre Vibrio, Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli’>8. Activo frente a Legionella pneumoéhila’g, 80 Brucella,

Alcaligenes, Flavobacterium y Fusobacterium?®!.

Entre los gram positivos es activo frente a §. aureus y especies de Staphylococcus
coagulasa-negativas’+ 82, Presenta actividad variable frente a Strepfococcus faecalis,
Streptococcus pneumoniae 'y Streptococcus hemoliticos”. Activo sobre especies de

Bacillus y Corynebacterium.

Es capaz de penetrar al interior celular y actuar sobre Chlamydia trachomatis®3,

Chlamydia  psittaci, Mycobacterium  tuberculosis®*36  Mycobacterium  fortuitum,
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Mycobacterium kansasii y Mycoplasma pneumoniae. Ofloxacino es el mas activo de los

inhibidores de la girasa frente a Ureaplasma urealyticum?’.

Algunos microorganismos anaerobios, incluyendo Prevotella melaninogénica,

Bacteroides fragilis™- 8188 y Clostridium welchi®® son moderadamente sensibles.

Es activo frente a muchas cepas resistentes a otros agentes antibacterianos,
incluyendo a Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Neisseria gonorrhoeae
resistente a penicilina y productora de beta-lactamasa, Haemophilus influenzae productor
de beta-lactamasa, y una amplia gama de microorganismos resistentes a ampicilina y al
acido nalidixico?%-%!, Tienen una sensibilidad variable Strepfococcus pneumoniae,
Gardnerella vaginalis, Pseudomonas, Acinetobacter, Bacteroides, Micobacterias vy

Chlamydia psitiaci. Y son normalmente resistentes Clostridium difficile y Nocardia .

2.1.5.- Desarrollo de resistencias

No se produce un desarrollo rapido de resistencia bacteriana a su accion®2. No se
han publicado resistencias mediadas por plasmidos, lo cual puede ser debido a que el
mecanismo de accion de este antibiotico, que incluye la alteracion del ADN bacteriano,

hace muy poco probable este tipo de resistencia.

Tampoco estan claros los mecanismos de resistencia. Se ha comentado que las
alteraciones en las proteinas de la membrana externa podrian contribuir al desarrollo de
resistencia a las quinolonas. Por ello, las resistencias de importancia clinica seran
fundamentalmente cromosdmicas, por la modificacion de las subunidades A y B de la

ADN-girasa en ciertas cepas de F. coli®3.%4,
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La incidencia de mutaciones puntuales espontaneas resistentes a concentraciones
elevadas de quinolonas es baja. No obstante, se ha observado aparicion de mutantes
resistentes en monoterapia y en osteomielitis o infecciones broncopulmonares por
P. aeruginosa o Staphylococcus en las que existe un gran niimero de microorganismos en

lugares donde la penetracion del antibiotico es limitada, 0 con cuerpos extrafios®s.

Sin embargo, in vitro es facil seleccionar bacterias resistentes mediante cultivos
sucesivos en concentraciones subinhibidoras de las mismas. Esto ocurre, particularmente,
con P. aeruginosa, pero no con F. coli, y parece deberse a que P. aeruginosa precisa

concentraciones mas altas para inhibirse?¢-98,

Se ha descrito resistencia cruzada entre las quinolonas y entre quinolonas y otros

antibidticos??-102,

2.1.6.- Indicaciones clinicas

Varios estudios han mostrado el papel preventivo de ofloxacino en la endoftalmitis
y en estudios de penetracion intracamerular!93. 104 y |3 efectividad de otras quinolonas en las
infecciones de la camara anterior del ojo en humanos!?®, Siendo efectivas en el tratamiento
de infecciones por Enterobacteriaceae, quizas ofloxacino, pefloxacino y fleroxacino sean
mas adecuadas para Staphylococcus y ciprofloxacino para P. aeruginosa. Aconsejando
administrar las mas altas dosis permitidas después de determinar la CMI de cada cepa,
sobre todo en el caso de las Pseudomonas!®. Y se ha visto un grado de penetracion
intraocular en humor acuoso y vitreo similar para ofloxacino y ciprofloxacino que parecen

ser algo mas altos que los esperados con penicilinas y cefalosporinas!%3, 107, 108,

Ha mostrado su eficacia en pacientes con infecciones oftalmologicas. Qishi y
Tokuda han encontrado buenos resultados con el uso de ofloxacino en el tratamiento de

pacientes con blefaritis, meibonitis, orzuelos, conjuntivitis, dacriocistitis agudas y Ulceras
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corneales causadas, la mayoria de ellas, por Staphylococcus y sefialaron una mayor

resistencia de los Streptococcus al tratamiento!08. 109,

2.1.7.- Farmacologia ocular

El caracter dual lipo e hidrofilico de ofloxacino junto a su bajo PM que permite el
paso del antibiotico por simple difusion a través de los espacios intercelulares y su baja
union a las proteinas de las lagrimas y de los exudados inflamatorios le hacen interesante en
cuanto a su comportamiento en el transporte ocular. No se sabe si es eliminado activamente
por la ruta retinal como los betalactimicos o pasivamente por la ruta anterior como los
aminoglucosidos. Pero todo ello sugiere una mayor absorcion y penetrabilidad ocular en la
aplicacion topica, permitiendo alcanzar concentraciones elevadas en toda la cornea para el
tratamiento de las infecciones oculares causadas por la mayoria de las bacterias comunes en

ojos enfermos.

Las concentraciones de ofloxacino son mas altas en los tejidos extraoculares que en
los intraoculares, alcanzando en cdmea concentraciones de 3-4 pg/g. Y ello esta por
encima de su CMI para la mayoria de los organismos gram positivos y negativos. En
humor acuoso por via IV 400 mg de ofloxacino consiguen mejores concentraciones
(0'44-2'77 ug/ml) que la misma cantidad de ciprofloxacino (0'11-0'S pg/ml) aunque por

debajo de las encontradas con enoxacino (1'04-4'31 pg/mi)193. 106,

Por via oral ofloxacino ha mostrado una alta utilidad clinica en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas de los ojos cuya causa principal bacteriana son los cocos gram
positivos, Posee un efecto antibacteriano superior al acido nalidixico y al acido pipemidico
sobre aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa, siendo su CMI 4-5 veces mas baja que

la del acido pipemidico para P. aeruginosa'1%-112,
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En conejos la administracién por via oral de 20 mg/Kg de ofloxacino origind una
mayor concentracion en la cdrnea y mayor pico sérico que ciprofloxacino (50 mg/Kg)
siendo las concentraciones en humor acuoso iguales. Frente a enoxacino (20 mg/Kg) se
encontraron mayores concentraciones en la cornea, pero el pico sérico y la concentracién
en humor acuoso fueron equiparables. Y la distribucion en los tejidos oculares externos fue
casi la misma que la sérical®>. Y asi, con ofloxacino en la 1* hora se hallaron
concentraciones de 3'3-5'8 ug/ml en plasma, de 2'61 ug/ml en comea y de 0'2-0'32 ug/ml
en humor acuoso, siendo las concentraciones en la 4* hora de 1'4 pg/ml en plasma y de

0'04 ug/ml en humor acuoso.

En humanos con una dosis oral de 200 mg se obtiene un pico sérico de 2'64 pg/ml
con una vida media de 5 horas y una concentracién en humor acuoso de 1'58 pg/ml!®.
Dosis de 300-600 mg/dia durante dos semanas han demostrado una efectividad clinica
global en infecciones externas de los 0jos superior (94%) a la presentada por enoxacino y
ciprofloxacino (80'8 y 79% respectivamente). Sobre las tlceras corneales la efectividad fue

superior a la de enoxacino (50%), pero inferior (70%) a la de ciprofloxacino (100%)105. 113,

Estudios experimentales en conejos han obtenido concentraciones en las lagrimas
superiores a la CMI 90 (2 pg/ml) de organismos gram positivos y gram negativos por mas
de 5 horas, con unos niveles en humor acuoso de 0'34 mg/l y un pico sérico de 5'8 mg/l tras
la aplicacion topica de una solucion de ofloxacino al 0'3% 108 114 También con colirio de
lomefloxacino al 0'3% se han encontrado buenos resultados en el tratamiento de queratitis

por S. epidermidis y P. aeruginosa.

En humanos la instilacion por 4 horas de colirio de ofloxacino al (3% ha revelado
concentraciones en las lagrimas de 1'2-22'2 pg/ml con una media de 9'6 + 8'24 ES, durante
el tiempo en que se realizan las mediciones!!®, Por otro lado, un estudio que aplico t gota
de ofloxacino al 0'3% en cada ojo cada 6 horas durante 10 dias, mostré un rango de
concentracion en las lagrimas de 2'25-66'6 ug/g entre 5 a 40 tras la dosis (n = 5). Pese a la

variabilidad encontrada en la aplicacion topica, estos valores se consideran mas altos que la
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CMI de ofloxacino para la mayoria de los patogenos oculares. Los concentraciones en
suero (0'42-1'63 ng/ml) a los 10 dias indicaron una absorcion sistémica baja,

aproximadamente 1.000 veces menor que el nivel esperado tras una dosis oral de 300 mg

(1 pg/mi)its.

2.1.8.- Interacciones bacterioldgicas

Se ha descrito sinergia in vifro cuando se asocia con rifampicina o isoniacida frente
a Mycobacterium tuberculosis''”. Sinergia frente a S. auwreus e indiferencia frente a
S. epidermidis al combinarlo con cumermicina!!®. Rifampicina y cloranfenicol antagonizan
la actividad de ofloxacino frente a £. coli®s. Sin embargo, presentan indiferencia frente a

Pseudomona cepacia'®.

2.1.9.- Toxicidad v efectos secundarios

No tiene actividad lesiva contra el epitelio corneal, aunque se ha descrito ardor o

escozor local tras su administracion120. 121,

2.1.10.- Contraindicaciones

Hipersensibilidad a las 4-quinolonas.
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2.2.- TIAMFENICOL

Sintetizado por Cutler y cols.!'22 en 1952, Estrictamente bacteriostatico in vitro

in vivo, de amplio espectro, actia inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias.

2.2.1.- Estructura quimica

Analogo quimico del cloranfenicol!?? 124 en el cual el grupo nitro en posicion para
en el anillo bencénico ha sido sustituido por un grupo sulfometil, lo que le confiere mayor
solubilidad y estabilidad en las soluciones y menor toxicidad hematologica que el

cloranfenicol125-127,

CH,S0,— — CHOH—C|H— CH,OH
NH-CO-CHCL

Fig. 2; Estructura quimica de tiamfenicol.

2.2.2.- Propiedades fisico-quimicas

Cristales blancoamarillentos o incoloros, de sabor amargo, poco soluble en agua
salvo en forma de glicinato, muy soluble en propilenglicol, etanol y butanol. La solucion
acuosa es muy estable a pH 5, pudiendo dejarse indefinidamente a temperatura ambiente.
Puede ser administrado por via parenteral o topica sin provocar dolor ni reacciones locales

o generales.
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2.2.3.- Mecanismo de accion

Se une de forma reversible a la subunidad 50 S ribosomal (cerca del lugar de accion
de los macrolidos v de la clindamicina, a la cual inhibe de forma competitiva)
interrumpiendo, especificamente, la fijacion de la parte terminal de los sustratos aminoacil-
ARN-transportadores al sitio aceptor de la peptidil-transferasal?®, con lo que bloquea la
biosintesis de proteinas bacterianas!?, en el paso concreto de la formacion del enlace
peptidico!3%. 131 La exposicidon de una bacteria sensible a este antibidtico causa, pues, el

cese inmediato de la sintesis de las proteinas pero no de los acidos nucleicos!*2.

2.2.4.- Actividad antimicrobiana

Es activo sobre cocos gram positivos (Staphylococcus spp., Streptococcus alfa y
beta hemoliticos, S. faecalis y §. pneumoniae) y sobre gram negativos (Neisseria
meningitidis y gonorrhoeae). Su espectro de actividad se extiende a bacilos gram positivos
(Corynebacterium, Bacillus anthracis y Listeria monocytogenes), y gram negativos
(Haemophilus, Bordetella, Brucella, Pasteurella y Yersinia). Activo sobre un gran numero
de enterobacterias y especialmente sobre todo tipo de salmonelas. Actiia también sobre
espiroquetas (tanto treponemas como leptospiras), y sobre rickettsias, clamidias,

micoplasmas y actinomices.

Muy activo sobre los anaerobios gram positivos {Clostridium y cocos) como gram
negativos {Bacteroides o Fusobacterium), siendo para algunos autores de eleccion en las
infecciones causadas por estos microorganismos antes de conocer el antibiogramal’3, y

considerandose de los agentes mas activos contra ellos!34,
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2.2.5.- Desarrollo de resistencias

Puede ser cromosomica, por impermeabilidad de la célula bacteriana al antibidtico y
extracromosomica, debido a la acetilacion por acetil-transferasas codificadas por un
plasmido. La acetil-transferasa parece ser constitutiva en £. coli y Proteus mirabilis e

inducible en Staphylococcus coagulasa positivo y negativo!3’.

2.2.6.- Indicaciones clinicas

Puede reemplazar completamente al cloranfenicol en sus diversos usos clinicos!36.
Es pues, una alternativa terapéutica para las infecciones bacterianas agudas externas del ojo
causadas por H. influenzae, N. gonorrhoeae, S. aureus, S. pneumoniae o S. viridans e
infecciones estafilococicas por cepas resistentes a penicilinas en donde existe una indicacion

clara y absolutamente necesaria de cloranfenicol.

2.2.7.- Farmacologia ocular

Su liposolubilidad y menor PM que ofloxacino y aminoglucosidos facilitan la
penetracion y difusion intracorneal. Su absorcion rapida y extensa con muy baja union a
proteinas plasmaticas (5-10%) y una vida media larga de 3 horas, permite obtener altos
niveles séricos por encima de la CMI de la mayoria de los gérmenes sensibles, cualquiera
que sea la via de administracion (oral, IM, 1V), con unas concentraciones en humor acuoso

que son el 30-50% de las séricas!?7.

Estudios previos in vitro en corneas de cerdo!®? han puesto de manifiesto la buena
absorcion del tiamfenicol (TP) a través de la cornea, alcanzando niveles en humor acuoso

que se detectan por largo tiempo.
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En conejos, la administracion oral de 200 mg/Kg origina unos niveles en humor
acuoso de 5 pg/ml a la hora que se van incrementando conforme pasa el tiempo siendo de

9'6 ug/ml en la 4* hora y de 14 pg/ml en la 6" hora y no detectandose a las 10 horas.

En humanos dosis IM de 750 mg consiguen una buena penetracion ocular con
concentraciones elevadas de 2'4 pg/ml a las 4 horas y de 1'7 pg/ml a las 6 horas de su
administracion!3®. Dosis de 1'S g/IM 6 IV consiguen concentraciones séricas medias de
10-11 pg/mt a la hora que descienden a 2 pg/ml en la sexta hora con una vida media de
1'5 horas. Por via oral 1 g alcanza un pico sérico de 6'25 pg/ml entre 1'5 y 2 horas con un
maximo entre la 2 y la 4° hora, y con una segunda dosis se alcanzan concentraciones

séricas de 12'S pg/ml.

La aplicacion topica de colirio de tiamfenicol al 0'5% penetra rapidamente en la
cornea, alcanzando un pico en humor acuoso de 1102 + 24 ng/ml a los 45 minutos y
permanece a una concentracion de 35'4 + 5'4 ng/ml a las 4 horas. La buena absorcion
ocular del tiamfenicol se ha confirmado por las concentraciones observadas en plasma tras
la instilacion, con una concentracion maxima de 12'3 £+ 1'3 ng/ml a la hora de la instilacién.
La disminucion de las concentraciones del tiamfenicol es lenta con valores de

2'9 £+ 02 ng/ml a las 4 horas.

Estas concentraciones alcanzadas en el plasma tras la instilacion ocular son 1.000
veces inferiores a las alcanzadas con dosis habituales por via endovenosa usadas en las
enfermedades infecciosas. El AUC tras el tratamiento topico es aproximadamente 600
veces mas bajo que el obtenido con el tratamiento endovenoso. La biodisponibilidad ocular
absoluta fue del 16'2% cuando se hallo el AUC y del 34% de los valores de la excrecion

urinaria, permitiendo excluir la toxicidad sistémica del tiamfenicol en coliriol37.
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2.2.8 .- Interacciones bacteriolégicas

Puede existir antagonismo con aminoglucosidos!3 14 macrolidos y lincosamidas vy,

en términos generales, con penicilinas y cefalosporinas.

2.2.9 - Toxicidad v efectos secundarios

No se ha descrito toxicidad sistémica del tiamfenicol en solucién al 0'5% por via
topica en oftalmologial?’. No obstante, se aconseja no prolongar los tratamientos mas de

14 dias.

Se ha descrito un caso de aplasia medular total irreversible después del tratamiento
con tiamfenicol a dosis de 750 mg/dia en semanas alternas durante 6 meses!'*!. Por ello,
cuando se use en oftalmologia por via sistémica deben hacerse controles de recuento

sanguineo para evitar agranulocitosis.

2.2.10.- Contraindicaciones

Hipersensibilidad a tiamfenicol, deficiencias hematopoyéticas.
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2.3.- RIFAMPICINA

Antibidtico semisintético de la familia de las rifamicinas, descubiertas por Sensi y
cols.142 en 1957. Bactericida, de amplio espectro, actda inhibiendo la sintesis del ADN

bacteriano durante la fase de crecimiento.

2.3.1.- Estructura quimica

Presenta una estructura macrociclica compleja compuesta de dos partes. un nucleo
naftoquinona (1,4-dihidronaftaleno) y una cadena alifatica con cinco grupos metilo que, a

modo de puente, une dos extremos del ciclo naftoquinonico.

CH, CH,
HO
O "
I oH CH,
CH, CO 0]
3 /
CH, OH OH
CH,O CH, NH
CH,
CH=N—N N — CH,
X 0 N4
| ol
o | n o
CH

Fig. 3: Estructura quimica de rifampicina.
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2.3.2.- Propiedades fisico-guimicas

Cristales rojoanaranjados, poco hidrosoluble salvo a pH acido, soluble en
disolventes organicos como acetona, metanol, etanol, etc., liposoluble. Presenta

fotosensibilidad por lo que debe ser resguardado de la luz.

2.3.3.- Mecanismo de accion

Inhibe la sintesis del ADN bacteriano al unirse a la ARN-polimerasa al inicio de la
transcripcion, antes de la formacion del primer enlace nucleotidico!??, bien porque inhibe
competitivamente la union o porque interfiere con el alineamiento correcto de la ARN-

polimerasa en relacion con el ADN bacteriano.

No tiene accidn sobre la ARN-polimerasa eucaridtica, pero al poder penetrar en su
interior, resulta activa sobre microorganismos intracelulares (M. tuberculosis, Brucella,

etc.)!143.

Ejerce su accion bactericida sobre organismos sensibles que se encuentran en fase

de crecimiento.

2.3.4.- Actividad antimicrobiana

Es activa sobre cocos gram positivos (Staphylococcus spp., Streptococcus alfa y
beta hemoliticos, incluido el S. pneumoniae, siendo inefectiva frente al S. faecalis) y sobre
gram negativos (Neisseria meningitidis y gonorrhoeae). Su espectro de actividad se
extiende a bacilos gram positivos (Corynebacterium diphtheriae, Bacillus anthracis,

Listeria monocytogenes y Clostridium)\**,
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Presenta escasa actividad frente a bacilos gram negativos aerobios, aunque, desde el
punto de vista de su actividad in virro, puedan incluirse en su espectro a Brucella,
Haemophilus y cepas de Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella, Shigella y

Moraxella. Pseudomonas pseudomallei es habitualmente sensiblel4’.

Activa sobre bacilos gram negativos anaerobios estrictos (Bacteroides y algunas
especies de Fusobacterium). Activa in vivo frente a leishmanias. No presenta actividad
frente a espiroquetas, micoplasmas, resto de protozoos y hongos, a excepcion de

Actinomyces naeslundi. Activa sobre Chlamydia trachomatis.

Muy activa frente a micobacterias, incluyendo a M. muberculosis, micobacterias

atipicas y M. leprae.

Presenta actividad sobre algunos virus que poseen ADN e inducen ARN-

polimerasas, como adenovirus y poxvirus (vacuna).

2.3.5.- Desarrollo de resistencias

Se han descrito cuatro tipos de resistencia: 1) Cromosomica de tipo facultativo en
uno o varios escalones (£. coli). 2) Cromosémica tipo estreptomicida en un solo escalon
(Staphylococcus) y con una tasa de mutantes elevada, pudiendo aparecer la resistencia en el
curso del tratamiento. 3) Cromosdmica tipo penicilina en varios escalones (micobactenas),
con una tasa de mutantes baja. 4) Extracromosomica por factores R en bacilos gram

negativosi#.

No presenta resistencia cruzada con otros antibidticos, excepto con las demas

rifamicinas.
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2.3.6.- Indicaciones clinicas

En solucion acuosa al 1% con la sal sodica de rifamicina SV esta indicada en el
tratamiento de las infecciones oculares causadas por gérmenes sensibles, fundamentalmente
cocos gram positivos!4+ 146y asi ha probado su eficacia en el tratamiento de conjuntivitis

bacterianas agudas, subagudas y cronicas, en blefaritis infectadas y dacriocistitis supuradas.

También se ha recomendado su uso en la profilaxis de las infecciones quirirgicasi46
y en la limpieza del polo anterior ocular después de las multiples exploraciones que se

realizan en la practica diaria oftalmoldgica.

2.3.7.- Farmacologia ocular

Presenta una buena absorcion y penetrabilidad ocular en la aplicacion topica al ser
acido estable, lo cual le confiere una mayor hidrosolubilidad corneal, aunque su difusion
simple a través de los espacios intercelulares se vea interferida por su alto PM y su también

elevado porcentaje de unidn a las proteinas. La vida media es de unas 3 horas!36.

La administracion de una dosis Gnica oral en el adulto de 0'6 g de rifampicina (RA)
origina una concentracion sérica maxima de 8-10 mcg/ml a las 4 horas, alcanzando
concentraciones mayores a la sénca en las glandulas lacrimales y lagrimas que se pueden
pigmentar de un tinte rojoanaranjado por la presencia del antibidtico o sus metabolitos
activos en ellas. En LCR alcanza entre un 3 y un 8% de los valores séricos, aumentando

este valor en caso de inflamacion de la barrera hematoencefalical4’.
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2.3.8.- Interacciones bacteriologicas

In vitro puede ser antagonica con betalactamicos, acido nahdixico y nitrofurantoina.
Sinérgica con aminoglucdsidos, macrdlidos, tetraciclinas, polimixinas, vancomicina y
virginiamicina. Puede potenciar el efecto antimicotico de la anfotericina B y de la

S-fluorcitosina frente a los hongos levaduriformesi4?,

2.3.9.- Toxicidad y efectos secundarios

Se ha visto irritacion conjuntival y pigmentacion rojoanaranjada transitoria tras su

aplicacion local. Se han descrito algunas reacciones alérgicas.

2.3.10.- Contraindicaciones

Hipersensibilidad a rifamicinas.
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2.4~ AMINOGLUCOSIDOS: GENTAMICINA - TOBRAMICINA.

Antibidticos naturales o semisintéticos, primariamente bactericidas (a excepcion de
espectinomicina), de amplio espectro, actian inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias

sensibles durante la fase de crecimiento.

Gentamicina (GM) procede del actinomiceto Micromonospora, estudiada y descrita
por primera vez por Weinstein y cols. en 1963, fue aislada, purificada y caracterizada por

Rosselot y cols. 148 en 1964

Tobramicina (NN) fue introducida en la practica clinica en los afios 70, producida
por Streptomyces tenebrarius'*. Su actividad antimicrobiana y su toxicidad son muy
semejantes a gentamicina. Ambos poseen un espectro de accion mas amplio que

kanamicina.

2.4.1 - Estructura quimicg

Son azicares amino-sustituidos umdos a un anillo aminociclitol mediante enlaces
glicosidicos, con la excepcion de espectinomicina que se considera un aminociclitol puro.
Tanto gentamicina como tobramicina poseen un nacleo central 2-de6xiestreptamina unido
en posicion 4-6 a dos aminohexosas que seran garosaminas o kanosaminas segun se trate

de una u otra. Las fracciones mas importantes de gentamicina son C,, y C,.
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Fig. 4: Estructura quimica de gentamicina y tobramicina.

2.4.2 - Propiedades fisico-quimicas

Polvos blancos o amarillentos, inodoros, higroscépicos pero estables en solucion y
resistentes a los cambios de pH (2 a 14). Hidrosolubles, son poco solubles en disolventes
organicos. Son estables durante al menos 24 horas a temperatura ambiente, en solucion de
glucosa al 5% o de cloruro sodico al 0'9%. Son policationes y su polaridad es responsable

de sus caracteristicas farmacocinéticas.

2.4.3 .- Mecanismo de accion
Se unen a la subunidad 30 S del ribosoma en cualquiera de las fases de iniciacion,
elongacion o terminacion de la sintesis proteica. Ademas, parecen unirse a varios sitios de

la subunidad ribosémica 50 § 150,

Interfieren con la iniciacion de [a sintesis de proteinas llevando a la acumulacion de
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complejos anormales de iniciacion!®!. Pueden inducir una lectura errénea del ARNm, dando
lugar a la incorporacion de aminoacidos incorrectos a las cadenas polipeptidicas en
formacion!s? 133 Ademds, a altas concentraciones producen alteraciones en la pared

bacteriana.

2.4.4.- Actividad antimicrobiana

Activos frente a bacilos aerobios gram negativos: E. coli, Proteus spp., Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter v Pseudomonas aeruginosa. Amikacina y netilmicina
son también activas contra algunas cepas de Acinetfobacter. Son relativamente poco
eficaces frente a Pseudomonas cepacia y Pseudomonas maltophilia’>®. Tienen poca
actividad sobre microorganismos anaerobios o bacterias facultativas en condiciones de
anaerobiosis. Activos frente a Staphylococcus, su accion contra la mayoria de las bacterias

gram positivas es limitada, siendo altamente resistentes el S. preumoniae y el S. pyogenes.

En general, gentamicina y tobramicina son mas activos que kanamicina. Son activas
in vitro contra mas del 90% de las cepas de S. aureus y el 75% de §. epidermidis, siéndolo
mucho menos frente al §. pneumoniae y resto de Streptococcus y, habitualmente,
resistentes al S. faecalis. La resistencia primaria a gentamicina en las enterobacterias y
estafilococos es rara. Se ha hecho mas frecuente en los hospitales y con cepas de
P. aeruginosa y Serratia. El desarrollo de resistencias durante el tratamiento es
extremadamente raro. Puede existir resistencia cruzada con la casi totalidad de los

aminoglucosidos.

Tienen una actividad similar contra la mayoria de los bacilos gram negativos,
aunque tobramicina suele ser mas activa contra P. aeruginosa y frente a algunas cepas de
especies de Profeus. La mayoria de los bacilos gram negativos (excepto P. geruginosa) que
son resistentes a gentamicina lo son también a tobramicina. Sin embargo, permanecen
sensibles a tobramicina alrededor del 50% de P. aeruginosa que presentan resistencia a

gentamicinal3s,
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2.4.5 - Desarrollo de resistencias

Puede ser de 3 clases:

1) Cromosomica por mutaciones que afectan a las proteinas del ribosoma

bacteriano en las que se fija el aminoglucésido. Tiene poca importancia clinica.

2) Extracromosdémica por la adquisicion de factores de resistencia que codifican
gran numero de enzimas modificantes de aminoglucosidos, que catalizan acetiltransferasas
(AAC), fosfotransferasas (APH), adeniltransferasas (AAD) o nucleotidiltransferasas
(ANT). Aparece sobre todo en los medios hospitalarios y sobre Pseudomonas spp.,
S. marcescens, E. coli, P. mirabilis, . cloacae, K. pneumoniae y §. aureus. Ha reducido
Ja utilidad clinica de kanamicina y, ultimamente, de gentamicina, tobramicina/netilmicina y
amikacina, por este orden. Estos plasmidos pueden diseminar resistencia a otros

antibidticos en forma simultaneal3é,

3) Impermeabilidad de la pared y membrana celular al paso del antibidtico a través
de los poros de la membrana externa de los microorganismos gram negativos dentro del
espacio periplasmico. Presentan resistencia cruzada a todos los aminoglucdsidos, aunque
los niveles de resistencia no son muy elevados. El mecanismo intimo de esta resistencia es
la mutacion. En el caso de microorganismos anaerobios o aerobios facultativos en
condiciones de anaerobiosis, existe una resistencia natural al paso del farmaco a través de la

membrana citoplasmica interna por ser un proceso oxigeno-dependiente!*?,
2.4.6.- Indicaciones clinicas
En general todos los aminoglucdsidos son nefrotoxicos y ototoxicos. Su naturaleza

cationica altamente polar dificulta la penetracion ocular, pudiéndose afirmar que cuando

son administrados por via sistémica se consiguen concetitraciones toxicas en plasma antes
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de conseguir niveles terapéuticos en el ojo. Por tanto, sus indicaciones en oftalmologia son

para la administracion por via topica.

Gentamicina es el agente preferido para la mayoria de las indicaciones por la larga
experiencia con su uso. Puede utilizarse en el tratamiento de infecciones bacterianas

superficiales y profundas de los ojos producidas por bacilos gram negativos y cocos gram

positivos sensibles.

Las indicaciones de uso de tobramicina son superponibles en esencia a los de la
gentamicina. Tiene mayor actividad sobre P. aeruginosa, y ello la hace conveniente para el
tratamiento de queratitis y endoftalmitis causadas por especies de Pseudomonas. Ademas,

parece alcanzar mejores niveles en humor acuoso!s8,

Ambas han probado una eficacia similar en el tratamiento de las infecciones
superficiales y profundas del ojo y sus anejos causadas por gérmenes sensibles: ulceras y
abscesos corneales bacteritanos, conjuntivitis, queratitis, endoftalmitis, estafilococias,

blefaritis, dacriocistitis!58. 159,

También se ha indicado su uso en la esterilizacion preoperatoria de la conjuntiva.

2.4.7 - Farmacologia ocular

El mayor obsticulo a la penetrabilidad de los aminoglucosidos por via tdpica
cuando la barrera corneal estd intacta se ha atribuido a su poca liposolubilidad!¢-163. No
obstante, cuando existe desepitelizacion, el bajo PM y la baja union a proteinas (< 5% para
gentamicina y entre 5-30% para tobramicina) facilitan la difusion a través de los espacios

intercelulares permitiendo la circulacion de suficiente farmaco libre activo.

U CM Facultad de Medicina : 47



Introduccion

Por via parenteral consiguen una penetracion en los liquidos oculares tan deficiente
que el tratamiento efectivo de la endoftalmitis bacteriana requiere inyecciones perioculares,
y ello se ha atribuido a su naturaleza polar que excluye en su difusion por el organismo a la

mayoria del SNC y del globo ocular!>8.

Y asi, en humanos, dosis IM o IV de 1'S mg/Kg de gentamicina o tobramicina
consiguen un pico sérico de 5-8 ug/ml a los 30-60 minutos con una vida media entre
1'5S y 2 horas. Con dosis inica IM de 1 mg/Kg de gentamicina se alcanza en cornea 6'1 pg/g
y en humor acuoso 0'4 pg/g. Dosis IM de 1'S mg/Kg de tobramicina consiguen una

concentracion en cornea de sélo 02 ug/ml y en humor acuoso 1'3 pg/ml 166,

La aplicacion topica de colirio de gentamicina al 0'3% en conejos consigue una
concentracion en lagrimas que supera la CMI 90 de la mayoria de los organismos gram

negativos (8 ug/ml) durante 2 horas y gram positivos {16 pug/ml) durante 20 minutos!!4.

En humanos, el uso de preparaciones fortificadas de 13'6 mg/mi aumenta
considerablemente la eficacia, consigutendo concentraciones en cornea de 162 ug/g que
superan por 3 veces las concentraciones corneales obtenidas por la via parenterall¢’. 168
Aunque los estudios muestran que se puede usar gentamicina | mg/Kg por via IM para
encontrar niveles adecuados en la coOrnea, ello exige mas antibidtico y efectos

potencialmente toxicos y secundarios.

La aplicacion topica de colirio de tobramicina al 0'3% en conejos consigue una
concentracion en lagrimas (16 pg/ml) que supera la CMI 90 de la mayoria de los
organismos gram negativos (incluida P. aeruginosa) y positivos durante 10 minutos!'4. En
experimentacion animal se detecta un pico de 2-3 pg/ml en humor acuoso después de

1-2 horas tras la inyeccion parenteral de tobramicina.

En humanos, el uso frecuente de preparaciones fortificadas puede producir

concentraciones en cornea de 100 ug/ml1%3.
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2.4.8.- Toxicidad v efectos secundarios

La frecuencia de reacciones adversas asociadas al uso de colirios de gentamicina y
tobramicina al 0'3% es similar!*®. Con ambos se han descrito reacciones de alergia que

obligan a la interrrupcion del tratamiento.

La aphicacion topica de gentamicina se ha asociado con irritacién, dolor, picor y
ardor. También con tobramicina se ha descrito epifora leve y reversible, quemazon,
fotofobia, edema palpebral, eritema y quemosis conjuntival, y erosiones puntiformes del
epitelio que en algunos casos aconsejan la interrupcion del tratamiento. En cualquier caso,

no se han descrito lesiones permanentes!6?,

Por via subconjuntival ambos son bien tolerados por los tejidos oculares. En
inyeccion intravitrea dosis superiores a 0'4 mg pueden producir degeneracion de la
retinal?0. La toxicidad del epitelio corneal se ha correlacionado con la cantidad total de
farmaco administrado y con la duracion del tratamiento. Asi pues, son dosis, concentracion

y frecuencia dependientes!”!.

2.49 - Interacciones bacteriologicas

Pueden presentar sinergia con betalactamicos, fosfomicina, 4cido pipemidico,
macrolidos y rifamicinas. Se ha descrito sinergia en la asociacion de los aminoglucosidos
entre si y de €stos con vancomicina, pero no se recomienda su uso por la posibilidad de

potenciar los respectivos efectos toxicos.

Gentamicina tiene una interaccion muy favorable frente a cepas de P. aeruginosa
con azlocilina, piperacilina y cefotaxima. Tiene sinergismo con ampicilina frente a

enterococos y con las cefalosporinas frente a Klebsiella.
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En contraposicion a gentamicina, tobramicina tiene poca actividad en combinacion
con penicilina frente a los enterococos; un elevado porcentaje de cepas de Enferococcus
Jfaecium es altamente resistente!’2. Tobramicina suele utilizarse conjuntamente con una

penicilina antipseudomonas, aztreonam o ceftazidima.

2.4.10.- Contraindicaciones

Hipersensibilidad a gentamicina y tobramicina.
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3.- EFECTO POSTANTIBIOTICO

El fenémeno del efecto postantibiotico se describiéd por primera vez en 1944 por
Bigger!”, que observé un retraso en el desarrollo de la turbidez en cultivos de
Streptococcus y Staphylococcus a los que habia afiadido penicilasa, después de haberlos
expuesto, con anterioridad, a penicilina. En 1946 Parker y Marsh!” y en 1948 Parker y
Luse!” observaron un retraso de varias horas en la muitiplicacion de cepas de
Staphylococcus, cuando después de exponerlas a la accion de la penicilina por un periodo

de tiempo determinado, las transferian a un medio sin antibiotico.

En 1950 y 1953 Eagle vy cols.!?1” demostraron in vivo que cepas de
S. pneumoniae y S. pyogenes no reanudaban su crecimiento normal hasta transcurridas

cuatro horas después de su exposicion a la penicilina G.

En los afios 70 son importantes los trabajos de Bodey y Pan!”® en 1976, los de
McDonald, Craig y Kunin® en 1977, y los de Wilson y Rolinson!3 en 1979. Es en esta
década cuando los estudios se extienden al resto de los antimicrobianos y a bacterias gram
negativas y asi, durante los afios 80 y primeros afios de los 90 las publicaciones sobre este
fenémeno in vitro e in vivo confirman su existencia para todos los antimicrobianos y
organismos, siendo los resultados variables en funcion del antimicrobiano, el

microorgamsmo vy las condiciones experimentales.

3.1.- DEFINICION

Se denomina EPA al periodo de tiempo que precisan las bacterias para recuperar su
crecimiento normal después de ser expuestas durante un tiempo determinado a la accion de

un agente antimicrobiano.
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Es un fenomeno que se ha asociado a la actividad inhibitoria de los antibioticos y se
produce cuando éstos se ensayan a concentraciones que Se aproximan o superan la
concentracion minima inhibitoria!8l. 182y es debido a la exposicion previa al antimicrobiano

y no a la persistencia de concentraciones subinhibitorias del farmaco!®3,

3.2.- MECANISMOS DEL EPA

No se conocen los mecanismos exactos por los cuales los antimicrobianos inducen
EPA. Las diferencias observadas en los EPA de varias combinaciones de
antimicrobiano/microorganismo sugieren la implicacion de multiples mecanismos. Las
hipdtesis mas aceptadas son las que hablan acerca de la persistencia limitada en el tiempo
del antimicrobiano en el sitio de union a la bacteria y las de la provocacion por el
antimicrobiano de dafios no letales en las bacterias, que onginarian un retraso en su

crecimiento hormal.

Las quinolonas, al inhibir la accidon de la ADN-girasa bacteriana, impiden el
superenrollamiento negativo del ADN bacteriano, provocando un bloqueo en el paso de la
ADN o ARN polimerasa, y el EPA seria el tiempo necesario para la disociacion del

antimicrobiano del complejo ADN-girasa y la reparacion del ADN.

Los aminogiucosidos se unen de forma irreversible a la subunidad 30 S de los
ribosomas, impidiendo la sintesis proteica, y el EPA se explicaria como el tiempo necesario

para la sintesis de nuevos ribosomas, representando asi, una forma de dafio no

letal* 5,181, 184

Antimicrobianos como eritromicing, tetraciclina vy cloranfenicol se unen
reversiblemente a la subunidad 50 S ribosomal!®’ y su mecanismo de induccion del EPA
seria similar al de los aminoglucésidos, representando el tiempo necesario por el antibidtico

para difundir fuera de los ribosomas. Sin embargo, hay estudios que hablan de otros
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mecanismos!8l. 184,186 GGerber y Craig!®’ observaron in vitro no pérdida del EPA para
eritromicina con S. preumoniae después de 24 horas a 4°C; durante este tiempo el

antibiotico esperaria para difundir desde los ribosomas e incluso fuera del ribosoma.

Los betalactamicos se unen covalentemente a las proteinas fijadoras de penicilinas
(PBPs), algunas de las cuales actian en la sintesis del péptidoglicano de la pared celular!s2.
Se ha sugerido que el EPA seria el tiempo que necesita la célula para sintetizar de nuevo

estas proteinas o el necesario para la disociacion del complejo PBP-antimicrobiano!®!,

Cada betalactamico posee una o varias PBPs especificas donde actuar en cada
especie bacteniana. La vida media del complejo enzima-penicilina varia segin la especie
bacteriana y antibidtico, regenerandose la actividad enzimatica molecular!'$*-191, La rapida y
espontanea liberacion de penicilina por una proteina de bajo peso molecular y de vida
media menor o igual a 10 minutos en bacilos, pero no en cocos!®® 1?2 podria explicar la
ausencia de EPA para betalactdmicos con bacilos gram negativos. De esta forma, las
diferencias en los EPA de betalactamicos podrian representar diferencias en la proporcién
de penicilina liberada y en las tasas de regeneracidn de las moléculas enzimaticamente
activas después de eliminar el antimicrobiano del medio. Sin embargo, los carbapenemas

presentan EPA significativos frente a gram negativos!81, 193-195,

Con respecto a los agentes antifingicos, S-fluorcitosina interfiere con la sintesis de
acidos nucleicos y probablemente induce EPA por mecanismos similares a los de
nfampicina. Anfotericina B induce desestabilizacion de la membrana celular por unién a los
esteroles'?® y el EPA seria ¢l tiempo necesario para reparar la membrana antes de que la

activacion brotara y la multiplicacion ocurriese.

Con los imidazoles en un principio se pensé que actuaban a través de daiios en la
membrana, por alteracion en la biosintesis de esteroles!®. Sin embargo, este efecto ocurria
solamente a las concentraciones de farmaco mas altas que aquéllas observadas para la

actividad in vitro. Estudios posteriores sefialan los efectos potentes sobre el metabolismo
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oxidativo mitocondrial, a través de la inhibicion del citocromo C oxidasa 197- 198, La falta de
EPA con los imidazoles es consecuente con un alto grado de reversibilidad a este

antagonismo.

3.3.- METODOS DE DETERMINACION

Se han utilizado varios modelos in vitro e in vivo para determinar el EPA. Todos
miden el crecimiento bacteriano después de la eliminacion del antimicrobiano!$!. La
diferencia entre ellos se encuentra en la forma de medir el crecimiento de las bacterias y en

la forma de eliminar el antibi6tico.

Los métodos empleados para medir la cinética bacteriana, fundamentalmente, son
tres: 1) El recuento de células viables!?. 182 2) L.os cambios en la morfologia celular!®?.
3) La medida de la poblacion bacteriana de manera indirecta por medio de diversas técnicas
como son: la bioluminiscencia del ATP intracelular??0-202_ 1a espectrofotometria o deteccion
del crecimiento bacteriano por la transmision de luz203. 204 |3 conductancia eléctrica del
medio!®3.205, la produccion de CO, en el medio? y la incorporacion de isdtopos

radioactivos a los microorganismos207. 208

En cuanto a la forma de eliminacién del antimicrobiano, la mayoria de los
investigadores han utilizado técnicas de eliminacion rapida del antibidtico mediante
centrifugacion y lavados repetidos!?®-182.20%  dilucion de 100 a 1000 veces en medio
fresco!82. 202, 203, 209, 210 o inactivacion enzimatica® 182 194, Otras técnicas utilizadas son la

filtracion y el lavado de las células!®”- 209,

No obstante, la exposicion de los microorganismos a niveles constantes de un
antimicrobiano difiere de la situacidén in vivo en la cual los organismos se encuentran
normalmente expuestos a niveles fluctuantes de antibiotico. Varios modelos in vifro,

usando dilucion?!1-218 o dialisis?1%-221 se han desarrollado para simular la cinética de los
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farmacos in vivo y proporcionar una reduccién mas fisiologica de la concentracion del
antimicrobiano. Sin embargo, con estos modelos puede ser dificil separar los efectos
subinhibitorios del antimicrobiano del EPA. No obstante, Bergan y cols.2!! y Gerber y
cols.2!3, observaron supresion persistente del crecimiento en estos modelos, incluso
después de que las concentraciones cayeran por debajo de la CMI. Sin embargo, ningtin

investigador ha definido una metodologia para cuantificar el EPA en ellos.

El método mas empleado y estandarizado para la determinacién del EPA es el
descrito por Bundtzen!®? en 1981, mediante recuentos del nimero de unidades formadoras

de colonias (UFC) y eliminacion del antimicrobiano por centrifugacion y lavados repetidos.

Por ultimo, para el estudio de este fendmeno in vivo se han descrito varios modelos
animales. Los mas conocidos son: la infeccion en el muslo de ratones
neutropénicos!?”- 222227 meningitis en conejos??8. 22% y endocarditis en ratas?3%-233 En cada
modelo, la recuperacion del crecimiento normal de la poblacion bacteriana se realizé
después de que los niveles séricos o tisulares del antimicrobiano descendieran por debajo de
la CMI frente al organismo infectante. El crecimiento inmediato de los nuevos organismos
inyectados en los animales durante el periodo putativo del EPA ha confirmado que el efecto

in vivo no es causado por la persistencia en los tejidos del antimicrobiano activo!$!.

3.4.- FACTORES QUE AFECTAN AL EPA

Existen multiples factores que pueden afectar a la duracién o incluso a la presencia
de EPA. Los mas importantes y mejor estudiados son el tipo de microorganismo y la clase
de antimicrobiano. Relativamente bien estudiadas son la concentracion del farmaco y la
duracion de la exposicion al antimicrobiano. El resto de los factores necesitan una

investigacion mas completa.
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Los factores relacionados con el antimicrobiang que determinan ia presencia y la
duracion del EPA son: la clase de antimicrobiano y su mecanismo de accion, el tiempo de

exposicion, la concentracion ensayada y la combinacion de antibiéticos.

Entre los aspectos relativos al microorganismo que pueden modificar la duracion
del EPA de un antimicrobiano se encuentran: el tipo de microrganismo y, dentro de él, la
cepa ensayada, el tiempo de generacion de la misma, el tamafio del indculo, la fase de

crecimiento en que se ensaya, la sensibilidad al antibiético y la asociacion bacteriana.

Otros factores que pueden afectar a la presencia de EPA son los relacionados con
las condiciones expenmentales y dentro de ellas el método de determinacion y la
eliminacion del antibitico y todos aquellos factores que influyen en la actividad del
antimicrobiano como son el pH, la temperatura y la agitacidon mecanica de los medios de
cultivo, los distintos medios de cultivo y la adicidon a ellos de cationes, orina, suero,

albomina o LCR3 234238,

3.5.- FENOMENOS RELACIONADOS CON EL EPA

Se han descrito dos efectos adicionales relacionados con el EPA: 1) "Postantibiotic
Leukocyte Enhancement (PALE)" y 2) la disminucion de la actividad bactericida de los

antimicrobianos durante la fase de EPA.

3.5.1.- "Postantibiotic Leukocyte Enhancement”

A comienzos de los afios 80, McDonald y Pruul’-23%24 comprobaron que las
bacterias que habian sido expuestas durante un periodo de tiempo breve a la accion de un
antimicrobiano eran mas sensibles a la capacidad fagocitica de los leucocitos humanos y

llamaron a este fenomeno "Postantibiotic Leukocyte Enhancement".
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En los afios 50 Eagle y cols.!”” 242 demostraron en ratones una disminucion en la
virulencia de estreptococos si los animales se infectaban por microrganismos que habian
sido previamente expuestos a la accion de un antibiético. Sin embargo, en estos estudios no

se determino si existia algin factor del huésped responsable de este efecto.

En 1981 Gerber y Craig!®7 observaron que los microorganismos pretratados cuando
se inoculaban en los muslos de ratones normales morian antes que los no tratados. Sin
embargo, e€stos microorganismos no morian cuando se inyectaban en ratones

neutropénicos. Estos estudios sugirieron que el PALE era también un fendmeno in vivo,

3.5.2.- Disminucién de la actividad bactericida durante el EPA

Aunque los estudios son limitados, parece ser que durante la fase de EPA los

organismos son menos susceptibles a la actividad bactericida de los antimicrobianos.

Gerber v Craig!®” demostraron una disminucién en la actividad bactericida de

ampicilina sobre S. pneumoniae durante la fase de EPA inducida por eritromicina.

Vogelman, Gudmundsson y Craig?*? han observado una resistencia similar en
betalactamicos, aminoglucosidos y trimetoprim sobre S. aureus, E. coli y K. pneumoniae
durante la fase de EPA inducida por rifampicina. Asi, previa exposicion a rifampicina se
inhibié notablemente la mortalidad de K. pneumonige por cefamandol. Con
aminoglucésidos el tiempo requerido para inhibir el crecimiento de E. coli y K. pneumoniae
fue varias horas mas largo durante la fase de EPA y estrechamente paralelo a la duracién
del EPA. Sin embargo, la mortalidad de §. aureus por los aminoglucosidos fue sélo

ligeramente mayor incluso con EPA mayores de 4 horas.

Asi, el grado de inhibicion de la actividad bactericida parece ser dependiente de los

organismos (mayor para bacilos gram negativos que para cocos gram positivos) y del
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antimicrobiano (mayor para trimetoprim y betalactamicos que para aminoglucosidos). Estas
observaciones deben tenerse en cuenta a la hora de establecer la dosificaciéon en la terapia

antimicrobiana combinada.
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4.- FARMACOCINETICA OCULAR

Para obtener el éxito en el tratamiento de una infeccion corneal bacteriana se hace
necesario un conocimiento de la farmacocinética ocular buscando la mejor via de

administracion a fin de lograr una concentracion dptima de antimicrobiano en la cérnea?,

La capacidad de un farmaco para penetrar en el globo ocular depende de sus
caracteristicas fisicoquimicas y de la via de administracién. La mayoria penetran a través de

los fluidos extracelulares, plasma y lagrimas, por difusién simples8.

La eficacia de un farmaco instilado en el ojo va a estar relacionada con la
farmacocinética del medicamento en el fondo de saco conjuntival, la permeabilidad de la

comea y la velocidad de eliminacion del medicamento en el ojo.

En el caso de los colirios, el farmaco llega ya disuelto y no sufre el proceso de
liberacion, sino que se mezcla con la pelicula lagrimal precorneal y desde aqui se produce la

cinética de absorcion’’,

El volumen de lagrimas normal en el fondo de saco conjuntival, sin estimulacion, en
una persona adulta es de 7-9 pl, con una renovacion fisiologica de 0'1-0'S ul/minuto. De
ello, 1 pl es la pelicula corneal. Una gota de colirio contiene un volumen de 30-50 pl. Si
tenemos en cuenta que la cantidad maxima de liquido que puede contener el fondo de saco
conjuntival sin rebosar es alrededor de 30 pul, las cantidades excesivas se eliminaran por
rebosamiento o a través del conducto nasolagrimal, desde donde pueden absorberse

sistémicamente244,

Debido a esto, se deduce que instilaciones muy seguidas de muchas gotas no
pueden favorecer el aumento de medicamento en el fondo del saco. Tampoco
incrementamos la biodisponibilidad ocular cuando mezclamos dos o mas farmacos en

intervalos de tiempo cortos, puesto que se diluyen mutuamente y disminuye la
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biodisponibilidad de cada uno de ellos®’.

El farmaco, una vez disuelto en la pelicula lagrimal, penetra en el interior del ojo a
través de la cornea. Por lo tanto, el estado en el momento de la instilacién ocular de la
cornea, asi como el tipo de medicamento y su presentacion farmacéutica, nos variaran la

cantidad o concentracion del farmaco que haya podido entrar en el ojo®”.

La desepitelizacion y el aumento de la wvascularizacion incrementan la
penetrabilidad. El peso molecular limite que permite el paso de sustancias por simple
difusion a través de los espacios intercelulares segiin Gimbert y Sinues varia entre 504 y
600, respectivamente?4’ 246 Por otro lado, el gradiente de concentracion en la superficie
corneal disminuye rapidamente después de la instilacion en el fondo de saco conjuntival,

por el mecanismo fisiolégico del aclaramiento de las lagrimas?47.

Ademas, el caracter lipo o hidrofilico de los farmacos instilados en el ojo va a
facilitar su mayor o menor absorcion?4®. Asi el epitelio y el endotelio corneal se comportan
como una barrera absolutamente impenetrable para los compuestos hidrosolubles. Mientras
que el estroma corneal situado entre las barreras lipofilicas del epitelio y endotelio es

permeable a los compuestos hidrosolubles y no a los liposolubles?4?.

De esta forma, agentes liposolubles como cloranfenicol, metronidazol, rifampicina
y, posiblemente, trimetropim atraviesan mejor la barrera del epitelio corneal que agentes
insolubles en lipidos como penicilinas, cefalosporinas y aminoglucésidos. Por ello, en orden
al paso desde la pelicula lagrimai a la cornea, el farmaco ideal para la aplicacion topica

deberia ser lipo e hidrofilico?49.250,

Las inyecciones perioculares atraviesan la barrera epitelial corneal y producen
concentraciones muy altas de los farmacos en la esclera?’!, cornea y humor acuoso. Este
hecho puede utilizarse en el tratamiento de las infecciones refractarias de la cornea®’.

Estudios en conejos han encontrado concentraciones similares por esta via esté o no
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inflamada la cornea, pero no existen datos comparables en ojos humanos24®.

Una vez que el medicamento llega a la camara anterior, los farmacos siguen el
recorrido del humor acuoso, es decir, bafian el iris y el cristalino y dejan el ojo a través del
canal de Schlemn pasando a la circulacion general desde donde se eliminan, al igual que en

la administracion sistémica, por via hepatica o renal®®.

Cuando se utiliza el antibidtico por via sistémica todavia son mas las dificultades
con que se encuentra el antibidtico, ya que en condiciones sanas del ojo es muy dificil
conseguir atravesar las barreras oculares. En condiciones de infeccion todos los estudios
coinciden en afirmar la existencia de mayores niveles de antibiotico en el humor acuoso que

se consiguen con la utilizacion de la via sistémica’”- 247,

La excrecion de farmacos en las lagrimas no tiene importancia cuantitativa. La
eliminacion por esta via depende principalmente de la difusion de las formas no ionizadas
liposolubles de los farmacos a través de las células epiteliales de las glandulas y del pH.
Probablemente, en los conductos glandulares se produce la reabsorcion del farmaco no
ionizado presente en la primera secrecion y también es posible la secrecion activa de los

compuestos a traves de dichos conductos?®2.

41-VIAS DE ADMINISTRACION DE ANTIMICROBIANOS EN LA
INFECCION OCULAR CORNEAL

Para tratar las infecciones oculares se emplean diversas vias de administracion. La
eleccion de la via mas adecuada debera seguir los mismos razonamientos efectuados para la
eleccion del antibidtico, es decir, conseguir la concentracion maxima del antibidtico en el

lugar de la infeccién con el minimo riesgo de toxicidad>”.

Hay tres vias principales para la administracion de los farmacos en el tratamiento de
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las infecciones oculares corneales:
1)  Aplicacion tdpica, en forma de colinos, pomadas y spray. Es la mas habitual. Sirve
para tratar infecciones del segmento anterior (conjuntivales, corneales, uveales y

esclerales)?™3.

2) Inyeccion periocular, bien subconjuntival o bien retrobulbar.

3) Tratamiento sistémico, habitualmente intravenoso o intramuscular, pero

ocasionalmente oral24?.

Otras formas de tratamiento son la iontoforesis y la encapsulacion liposomal de los

antibioticos.

4.1.1.- Aplicacién tépica

Se emplea principalmente por sus efectos locales que permiten la absorcion del
compuesto a través de la cornea en funcion de la liposolubilidad del farmaco y del estado

del epitelio corneal?*?,

Parece existir una buena correlacion entre la concentracion de un farmaco en
colirio y la concentracion alcanzada en la cornea. Por esta razon, es frecuente la practica
del uso de gotas fortificadas, las cuales resultan mucho mas concentradas que las

presentaciones disponibles comercialmente24?.

Los farmacos aplicados topicamente entran en el ojo atravesando la cornea antes
que la conjuntiva?*¢. Midiendo las concentraciones de los farmacos en el humor acuoso tras
la aplicacion topica obtendremos una indicacion indirecta de la maxima concentracion en la

cornea.
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La mejor forma para conseguir concentraciones elevadas en la pelicula lagrimal
precorneal y, por ende, en la comea es aplicar frecuentemente gotas altamente
concentradas en pequefios volumenes?s, Para un efecto maximo, el intervalo entre las
gotas no deberia ser mayor de 30 minutos?#* 2%. 237 §j se aplica una segunda gota, debe
esperarse al menos 5 minutos para evitar el lavado de la primera gota y asegurar que el

reflejo lagrimal de la primera gota ha cesado?3.

La desepitelizacion de la cornea aumenta la penetracion?’”. El pestafieo asegura la
continua redistribucion del farmaco en la pelicula lagrimal. Los conservantes habitualmente

presentes en los colirios pueden aumentar la permeabilidad del epitelio corneal?36,

Es preferible la utilizacion de las presentaciones en gotas a los ungiientos en el
tratamiento de la ulcera corneal, porque el petrolatum de estos puede impedir el paso de un
segundo farmaco aplicado después del primero, y porque los ungiientos no pueden ser

fortificados facilmente?4.

Los ungiientos y las lentillas pueden incrementar el tiempo de contacto de los
farmacos en la cornea promoviendo su penetracion en la misma. Polimeros solubles como
metilcelulosa y polivinilo, aunque incrementan supuestamente el tiempo de contacto, tienen
solo un efecto modesto sobre la absorcion corneal?”®. Recientemente ha aumentado el
interés por los dispositivos de liberacion lenta (injertos oculares) para- proveer niveles altos
de farmacos en la pelicula precorneal de forma continua?’®®, La pérdida por drenaje es

reducida y en consecuencia los efectos secundarios son minimos?32.

4.1.2.- Inyeccion periocular

Puede administrarse por via subconjuntival o retrobulbar. Las inyecciones
subconjuntivales normalmente se inyectan justo por debajo de la capsula de Tenen; por ello

se llaman, mas exactamente, inyecciones subtentonianas anteriores. Sin embargo, la
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diferencia entre una verdadera inyeccion subconjuntival y una inyecciéon subtentoniana
anterior en términos de penetracion en el humor acuoso es pequefial?”- 258 y muchos autores

utilizan el término subconjuntival para designar inyecciones subtentonianas anteriores.

La técnica habitual es introducir la punta de una fina aguja de 2-3 mm detras del
limbo esclerocorneal e inyectar 1'0 ml. Las inyecciones se realizan normalmente en el
segmento superior para que el firmaco que escapa baiie la cornea. Si el agujero de puncion
es grande, cantidades sustanciales de farmaco pueden escapar y entrar en la cornea por las
lagrimas y ello es posible si el ojo esta inflamado y los tejidos son fragiles. Si se tiene
cuidado para minimizar el tamafio del agujero de puncion, la mayoria del farmaco
permanecera en el lugar de la inyeccion, desde el cual difundira directamente a la cornea y a

la esclera2’8-260

La inyeccién retrobulbar se hace introduciendo la aguja a través de la conjuntiva
(normalmente en el cuadrante temporoinferior) empujandola por detras del globo en el
espacio retrobulbar. Aunque los farmacos inyectados subconjuntivalmente tiendan a
permanecer cerca del lugar de inyeccidon por un tiempo, los administrados por via

retrobulbar difunden rapidamente a través de la orbita a la parte posterior del 0jo?6!.

Algunos estudios han demostrado que la penetracion de los farmacos en el
segmento anterior del ojo (cornea, iris y humor acuoso) es mejor mediante la inyeccién
subconjuntival, aunque el acceso al segmento posterior (retina-coroides, humor vitreo) se
vea favorecido por la inyeccion retrobulbar?6!l. Asi, se ha encontrado que la inyeccion
subconjuntival es realmente superior a la administracion retrobulbar en alcanzar niveles
altos de antibiGticos en la cornea y humor acuoso de conejos vy titis. La penetracion de los
farmacos en el humor vitreo normal, fue mayor con la inyeccion subconjuntival en
conejos®!, pero con la inyeccidén retrobulbar en monos?¢2, Sin embargo, las vias fueron

equivalentes en la penetracion en el humor vitreo si los ojos estaban inflamados.
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Por ello, generalmente preferimos la via subconjuntival a la retrobulbar, ya que la
penetracion en la comea es mayor y es equivalente a la inyeccion retrobulbar en la

penetracion en el humor vitreo inflamado?0.

Las inyecciones perioculares muestran variaciones importantes en la concentracion
en los tejidos dependiendo de la distancia al lugar de inyeccidn. Ademas, se han encontrado
discrepancias en los resultados dependiendo de los animales con los que se ensaye,
probablemente debidos a las diferencias existentes en el tamafio, forma y vascularizaciéon
sanguinea de las estructuras oculares®! 262, Estas consideraciones complican la
interpretacion de la farmacocinética de los medicamentos administrados por inyeccion
periocular. No obstante, esta via de administracion produce altas concentraciones de
farmacos excedentes en la cornea y humor acuoso, lo cual puede ser beneficioso para la
clinica. Desafortunadamente, debido al efecto de barrera del epitelio retinal pigmentado,
muchos antibioticos aplicados en inyeccion periocular penetran en el humor vitreo

pobremente!07 263,

4.13 - Tratamiento sistémico

Por esta via los farmacos se encuentran con las barreras hemato-oculares, y su
nivel de penetracion es mayor en aquellos que circulan libremente (penicilinas y

cefalosporinas) que en los que se unen a proteinas (aminoglucésidos y tetraciclinas)®®.

La penetracién en la comea y en el humor acuoso después de la administracion
sistémica de agentes antimicrobianos es pobre, siendo probablemente menores que las
alcanzadas mediante la administracidn topica y mucho mas bajas que las producidas por la

inyeccion subconjuntival?4®.

Muchos estudios del ojo humano han encontrado concentraciones de los farmacos

en el humor acuoso mayores que en la cormea. Parece existir una buena correlacion entre

U.CM. Facultad de AMedicina 65



Introduccion

los dos sitios para penicilinas y aminoglucésidos después de la administracion sistémica en
conejos!?’. Sin embargo, en un estudio en humanos, las concentraciones en humor acuoso
de gentamicina fueron menores, una décima parte de los valores mas altos encontrados en

la cOrnea?s.

Asi pues, las concentraciones alcanzadas en el humor acuoso pueden darnos una

estimacion del minimo nivel presente en la cornea después de la administracion sistémica?64,

4.1.4.- Iontoforesis

Es una técnica mediante la cual conseguimos aumentar la penetracion intraocular
de los farmacos, que poseen una naturaleza polar, por la aplicacion de una corriente
eléctrica a través del 0jo265-26%. Ha sido muy utilizada en la administracion topica de los
farmacos y, también, en la facilitacién de la penetracion vitrea de estreptomicina tras la

inyeccion retrobulbar?67,

4.1.5.- Encapsulacion liposomal de los antibidticos

Los liposomas pueden utilizarse para disminuir la toxicidad sistémica de farmacos
como anfotericina B, incrementando de ese modo la proporcion terapéutica?’®272, Las
vesiculas lipidicas acthian primeramente como depésito de los farmacos que contienen, y
que liberan lentamente a los tejidos de alrededor, lo cual puede influir favorablemente en la

farmacocinética de los antibioticos, aumentando su penetracion en los tejidos oculares.

Administrados topicamente, los liposomas pueden absorberse por la superficie
corneal y facilitar la transferencia de los farmacos al epitelio corneal?”?. Sin embargo, en
ocasiones se ha visto que la encapsulacion liposomal de determinados farmacos puede

disminuir su absorcion?’.
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Con la inyeccién periocular de los antibioticos se han encontrado concentraciones
sustanciales de antibidtico en la cornea por largos periodos de tiempo, al ser éstos
encapsulados por los liposomas?’. Por via endovenosa se toleran bien, siendo absorbidos

avidamente por el sistema reticuloendotelial?7®.
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Objetivos

10

20

30

4°

Estudio de la actividad antimicrobiana medida en CMI y CMB de S. preumoniae
ATCC 6303, 8. aureus ATCC 29213, §. epidermidis ATCC 12228, E. coli ATCC
25922, P. vulgaris ATCC 13315 y P. aeruginosa ATCC 9721 frente a ofloxacino,

ttamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina.

Estudio del efecto postantibidtico de estos antimicrobianos frente a las 6 cepas que se
ensayan después de su exposicion durante un hora a diferentes concentraciones de los

mismos {normalmente a CM1y 10 CMI).

Valoracion de la eficacia de ofloxacino en el tratamiento y profilaxis de la ulcera
corneal en un modelo experimental en conejos por S. pneumoniae ATCC 6303 y

P. vulgaris ATCC 13315.

Valoracion de la eficacia de tiamfenicol y tobramicina frente a placebo en el
tratamiento y profilaxis de la Glcera corneal en un modelo experimental en conejos por

S. pneumoniae ATCC 6303.
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Material y métodos

1.- ESTUDIOS IN VITRO
1.1.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA

EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y
BACTERICIDAS

1.1.1.- Microorganismos

S. pneumonige ATCC 6303. P. vulgaris ATCC 13315.
S. aureus ATCC 29213. E. coli ATCC 25922.
S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 9721.

Las cepas se conservaron en placas de agar a 0°C, realizandose resiembras en
medio fresco cada 4-5 dias. El dia previo al experimento se inocularon en caldo o agar

segun el trabajo, e incubaron a 37°C durante 16-20 horas.

1.1.2.- Antibiéticos

Los antimicrobianos utilizados fueron: ofloxacino (DL-8280), tiamfenicol
(Zambon), rifampicina (Marion Merrell Dow), gentamicina (Scheﬁng-Plough) y
tobramicina (Alcon-Iberhis) suministrados en forma de polvo valorado por los distintos

laboratorios farmacéuticos.

Los "stocks" se prepararon conforme a las instrucciones de cada laboratorio y se
guardaron en alicuotas (Eppendorf) de 1 ml cada una, conservandose a -18°C hasta su
utilizacion. Para cada ensayo se diluyeron en un medio apropiado hasta conseguir la

concentracion deseada.
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1.1.3.- Medios

Se ha usado caldo de Mieller-Hinton (MHB,; Oxoid) para Staphylococcus,
Enterobacteriaceae 'y Pseudomonas. El manejo de S. prneumoniae se realizd

suplementando dicho medio con sangre desfibrinada de carnero al 5% (Oxoid).

Los recuentos de UFC se hicieron sobre agar de Miieller-Hinton (MH; Oxoid) para
Staphylococcus, Pseudomonas y E. coli. Sobre agar de Miieller-Hinton suplementado al
5% con sangre desfibrinada de carnero para S. pmeumoniae, y sobre agar de Cled

(bioMérieux) para Profeus vulgaris.

El pH se ajusto en todos los casos a 7'2 + 0'2.

La solucién salina se prepard diluyendo 9 g de cloruro sodico (CINa; Panreac) en
un litro de agua destilada estéril.

1.1.4.- Concentracion minima inhibitoria

La CMI se determind por el método de macrodilucion en caldo (tubo)?7.

Se realiza en caldo a temperatura ambiente. Para cada determinacion utilizamos una
bateria de 13 tubos de ensayo de vidrio de 10'3 £ 0'2 mm de diametro, estériles, que se
cierran con tapones de algoddn graso y se colocan en orden a la concentracion de
antimicrobiano que contendran, de mayor a menor concentracion.

El primer tubo corresponde a la mayor concentracion de antimicrobiano que se

ensaya y que preparamos a una concentracion doble de antibiético en un volumen de caldo

de 2 ml, el resto de los tubos contiene 1 ml de caldo sin antimicrobiano.
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Desde este primer tubo y usando siempre la misma micropipeta (Gibson) y previa
agitacion del tubo en un vortex (Heidolph Reux 2000) separamos | ml que llevamos al tubo
siguiente de la bateria de tubos y asi sucesivamente. Al final dejamos un tubo control sin

antimicrobiano.

A cada uno de estos tubos afiadimos 1 ml de indculo, que hemos preparado
ajustando la turbidez de un tubo con solucion salina y microorganismos en fase logaritmica
de crecimiento al tubo 1 de la escala de McFarland (3.10% UFC/ml). Desde aqui diluimos en

caldo hasta conseguir una concentracion final de indculo de 10° UFC/ml.

De esto resulta una dilucion 1:2 de cada concentracion de antimicrobiano y en una
dilucidon 1:2 del indculo. Los tubos se agitan bien en un vortex y se lievan a la estufa

(Heraeus) a 37°C durante 16-20 horas.

La CMI se lee como la menor concentracion de agente antimicrobiano -medida en
pg/ml- que inhibe completamente el crecimiento del organismo (turbidez) detectado sin
otra ayuda que la simple observacion ocular. Cada ensayo se repite tres veces y se toma

como valor final el resultante de la aplicacion de la media aritmética.

1.1.5.- Concentraciéon minima bactericida

Se calcula resembrando sobre placas de agar y con un asa de platino unos 10 pl del
contenido de cada tubo -previa agitacion en el vortex- por encima del que hemos leido

como CMI. Las placas se incuban a 37°C durante 16-20 horas.

La CMB se registra como la menor concentracién de agente antimicrobiano
-medida en pg/ml- que inhibe completamente el crecimiento sobre la superficie de agar, y

se corresponde con un porcentaje de mortalidad bacteriana del 99%.
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1.2.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCION DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO

Se utilizan los mismos microorganismos, antibidticos y medios del estudio

precedente.

1.2.1.- Preparacion del inéculo

Todos los experimentos se realizaron con cultivos de microorganismos que estaban
en fase logaritmica de crecimiento al tiempo de la exposicion a los antibidticos. Para ello, a
partir de un inéculo puro en agar y con un asa se sembraron 4-5 colonias en un caldo
apropiado, que se incubd en la estufa a 37°C durante la noche anterior a cada experimento.
S. pneumoniae se incubd en atmosfera de CO,. Desde aqui, y a la mafiana siguiente, se

diluyo el cultivo en medio fresco hasta alcanzar una concentracion final de 106-107 UFC/ml.

1.2.2.- Cinética de crecimiento bacteriano

Preparado el inGculo se reparte en matraces de vidrio de 250 ml graduados y
estériles que se cierran con tapones de algodon graso. En cada matraz depositamos 50 ml
de caldo con el indculo bacteriano y afiadimos las concentraciones deseadas de los
antimicrobianos a estudiar (normalmente se ensaya a CMI y 10 CMI). Este punto se definid
como tiempo cero de la exposicion del microorganismo al antimicrobiano. Ademas dejamos

un matraz conteniendo 50 ml del caldo con el indculo, pero sin antibiético.

A continuacion todos los matraces se incuban en un bafio Maria (Selecta Unitronic

Mod 320 OR) a 37°C y con agitacion a 55 rpm durante 1 hora.
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1.2.3.- Eliminacion del antibidtico

Tras una hora de exposicion de los cultivos a las distintas concentraciones de
antibidtico, éste se elimind por dilucion 1/1.000 en medio frescol®!. Para ello se tomaron
50 pl de cada matraz y se afiadieron a nuevos matraces que contenian 50 ml de caldo a
temperatura ambiente, con lo que el efecto del antimicrobiano quedo anulado. También

procedemos a la dilucion -de igual forma- del matraz que no contiene antibiotico.

A continuacion todos los matraces se lievaron a incubacion en un bafio Maria a

37°C y con agitacion a 55 rpm durante 6-8 horas seguidas.

1.2.4 - Recuentos bacteriangs

La técnica empleada, descrita por varios autores!®?- 277 se realiz6 mediante dilucion
decimal de los cultivos en CINa al 0'9% en agua destilada estéril y a temperatura ambiente.
Una muestra de 25 ul de cada dilucion se plaqueé con un asa de Dubrasky sobre la

superficie de agar de una placa de Petri de 9 cm de diametro.

Las placas se leyeron tras incubacion de 18-24 horas en estufa a 37°C, calculandose
entonces la concentracion del cultivo. No se tuvieron en cuenta las placas con un nimero
de colonias por debajo de 20 6 por encima de 200. En el caso del S. preumaniae la lectura

se realizo a las 24-48 horas de incubacion a 37°C, en estufa de CO,,.

El recuento de UFC se hizo para todos los cultivos en el tiempo cero de la
exposicion al antibidtico, antes y después de la dilucion del mismo y cada hora durante
6-8 horas seguidas. Y se toma como valor final el obtenido por la aplicacion de la media
aritmética de tres experimentos * el error estandar (ES) para cada concentracion de

antibidtico.
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1.2.5.- Cuantificacion del EPA

Se realizd el siguiente calculo utilizado por Bundtzen y cols.® 182 para la
cuantificacion del EPA de los antibidticos, por comparacién con experimentos simiiares

desarrollados en diferentes dias:

EPA=T-C

T = tiempo en horas requerido para que el recuento de UFC en los cultivos se incremente
un logaritmo de base diez sobre el recuento inmediatamente realizado después de la

dilucién.

C = tiempo en horas requerido para que el recuento de UFC en los cultivos de control se
incremente un logaritmo de base diez sobre el recuento inmediatamente realizado después

de la dilucion.

T - C = intervalo de tiempo en horas durante el cual el antibidtico parece afectar al

crecimiento bacteriano después de la exposicion.

Este valor se ha usado como comparacion basica de los efectos de inhibicion
persistente del crecimiento bacteriano tras la exposicion de los organismos a todos los

antibioticos estudiados.

Los resultados obtenidos con esta formula se consideraron significativos cuando el
EPA fue mayor ¢ igual a 30 minutos® 122, estableciéndose una escala de valores en funcién
del tiempo obtenido, y asi hablamos de EPA corto entre 30 y 90 minutos; intermedio entre

1'5 y 3 horas; y largo si es mayor de 3 horas!8!. 278,

Las Curvas de EPA se elaboraron a partir de los recuentos bacterianos efectuados

cada hora -desde el tiempo cero- y durante 6-8 horas seguidas.
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2.- ESTUDIOS IN VIVO

2.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE Y PROTEUS VULGARIS.
TRATAMIENTO CON OFLOXACINO

2.1.1.- Animales de experimentacidén

Se han utilizado 30 ojos correspondientes a 30 conejos albinos de la raza New
Zealand (suministrados por Conejos "Las Brafias" S.A.) cuyo peso oscild entre 1'750 y
2'250 Kg, de 6-8 semanas de edad y machos. Los animales se mantuvieron con aporte de

agua y pienso ad libitum vigilando que no presentaran patologia alguna.

2.1.2.- Microorganismos

S. pneumoniae ATCC 6303.
P. vulgaris ATCC 13315,

2.1.3.- Soluciones oftilmicas

Ofloxacino, Codigo DL-8280, Lote 305.

Para preparar la solucion oftdlmica se pesaron 0'3 g de polvo valorado de OFX y se
diluyeron en 100 ml de solucion salina estéril al 0'0%, ajustando el pH con CIH 1IN entre

58y 6'S.

U C.M. Facultad de Medicina 77



Material y métodos

2.1.4.- Anestésicos

Oxibuprocaina al 0'4%.

2.1.5.- Preparacion del inoculo

De un cultivo en placa del dia anterior, se prepara un indculo en solucion salina
estéril, a una concentracion final de 3.108 UFC/ml y de 1'5.108 UFC/ml para S. pneumoniae

y P. vulgaris, respectivamente.

2.1.6.- Inoculacién

Previa instilacion de anestésico tOpico, se realiza desepitelizacion corneal e
inyeccion intraestromal de 0'05 ml de indculo con aguja 28 G en la cornea izquierda de

cada uno de los conejos segun la técnica descrita por Zato?”. Trabajamos con 6 grupos de

animales:

Los grupos del 1 al 3 corresponden a ojos inoculados con . pneumoniae. Al primer

grupo se le asignan 3 conejos y a los otros dos 6.

Los grupos del 4 al 6 corresponden a ojos inoculados con P. vuligaris. Al primer

grupo se le asignan 3 conejos y a los otros dos 6.
Grupos 1 y 4: no reciben tratamiento.
Grupos 2y 5: el OI se trata con ofloxacino desde 1 hora antes de la inoculacion,

siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante

15 dias seguidos.
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Grupos 3y 6: el OI se trata con ofloxacino a partir de las 24 horas de la
inoculaciéon y con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15

dias seguidos.

2.1.7.- Valoracion clinica

Previo a la toma de muestra para el cultivo, se realiza una evaluacion clinica a los
3, 7 y 15 dias de la inoculacion, valorando las alteraciones a nivel de cornea, Gvea anterior
y conjuntiva de cada conejo. Cada parametro estudiado se cuantifica de 0 a 3 segun la

menor o mayor afectacion, como puede verse en las Tablas 1a, 1b, Icy 1d.

2.1.8.- Estudio microbiolégico

Se hacen determinaciones del exudado conjuntival y corneal a los 3, 7 y 15 dias de
la inoculacién, mediante raspado con asa de platino del fondo de saco conjuntival y de la
cornea, respectivamente. Inmediatamente se realiza siembra directa de las muestras en agar
sangre para S. pneumoniae y en agar de MH para P. vulgaris y se lleva a incubacion en una
estufa a 37°C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas, y se interpreta como resultado

positivo la aparicion de crecimiento y como resultado negativo la ausencia de crecimiento.

2.1.9.- Anilisis estadistico de los resultados

Al final del estudio, se analizaron estadisticamente los resultados clinicos y
microbiologicos de cada grupo, con el objetivo de establecer las diferencias existentes entre

ellos. El método utilizado fue el de la 7 de Student.
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No existe

Leve

Edema Moderado, permite ver cAmara anterior
Intenso, no permite ver camara anterior
No valorable -

W= D

No existe
<2 mm
Leucoma 2 -4 mm
>4 mm

No valorable

Wb - O

L}

No existe

< 1 cuadrante
Neovascularizacion 1 - 2 cuadrantes
> 2 cuadrantes
No valorable

(WS S ]

No existe
<2 mm
Ulcera 2-4mm
>4 mm

No valorable

[P 3 S I e

No existe
Leve
Deformacion morfolégica Moderada
Intensa

No valorable

[P N I - )

Tabla la: Valoracién semiografica de la cornea.

No existe
Leve
Tindall Moderado
Intenso

No valorable

No existe
<2 mmn
Hipopidn 2 -4 mm
> 4 mm
No valorable -
No existe
<2 mm
Hifema 2-4mm
>4 mm
No valorable -

W B e O

(PSR N I )

el B e O

No existe
Leve
Formacion de fibrina Moderada
Intensa
No valorable -

Wb = O

Tabla ib: Valoracion semiografica de la cAmara anterior.
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Hiperemia

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

L b e O

Irregularidad pupilar

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

Wb = O

Sinequias

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

W D = O

Tabla lc: Valoracion semiografica del iris.

Hiperemia conjuntival

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

G e O

Hiperemia ciliar

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

LS 6 B I e

Quemosis

No existe
Leve
Moderada
Intensa

No valorable

LR I S

Secrecién

No existe

Leve, solo en fondo de saco

Moderada, en fondo de saco y canto interno
Intensa, ojo pegado

No valorable

W N - O

Tabla 1d; Valoracién semiografica de la conjuntiva,
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22-MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE. TRATAMIENTO CON
TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA

2.2.1.- Animales de experimentacion
Se han utilizado 36 ojos correspondientes a 36 conejos albinos de la raza New
Zealand (suministrados por Conejos "Las Brafias" S.A.) cuyo peso oscilo entre 1'750 y

2'250 Kg, de 6-8 semanas de edad y machos. Los animales se mantuvieron con aporte de

agua y pienso ad libitum vigilando que no presentaran patologia alguna.

2.2.2 - Microorganismos

§. pneumoniae ATCC 6303.

2.2.3.- Soluciones oftdlmicas
Placebo (Excipiente sin sustancia activa, Zambon).
Tiamfenicol colirio 0'5% (Zambon).
Tobrex Solucion Oftdimica (Alcdn-Iberhis).

2.2.4 - Anestésicos

Tiopental sodico.

Oxibuprocaina al 0'4%.
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2.2.5.- Preparacion del inéculo

De un cultivo en placa del dia anterior, se prepara un modculo en solucion salina

estéril a una concentracion final de 5.108 UFC/ml.

2.2.6.- Inoculacién

Previa anestesia general con tiopental 15 mg/Kg/IV e instilacion de anestésico
topico, se realiza desepitelizacion corneal e inyeccion intraestromal de 0'05 ml de indculo
con aguja 28 G, enla cormea izquierda de cada uno de los conejos. Trabajamos con

6 grupos de 6 animales:

Grupo 1: el OI se trata con placebo desde 1 hora antes de la inoculacidn, siguiendo

después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias seguidos.

Grupo 2: el OI se trata con placebo a partir de las 24 horas de la inoculacién y con

una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias seguidos.

Grupo 3: el Ol se trata con tiamfenicol desde 1 hora antes de la inoculacion,
siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias

seguidos.

Grupo 4: el OI se trata con tiamfenicol a partir de las 24 horas de la inoculacién y

con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias seguidos.

Grupo S: el OI se trata con tobramicina desde 1 hora antes de la inoculacion,
siguiendo después con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias

seguidos.
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Grupo 6: el OI se trata con tobramicing a partir de las 24 horas de la inoculacion y

con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 15 dias seguidos.
A cada uno de los 6 grupos y a cada farmaco se le adjudica un codigo de colores de

tal forma que cada farmaco se administra a un grupo de profilaxis y a otro de tratamiento y

en todo momento se desconoce el tipo de farmaco que se esta instilando.

2.2.7.- Valoracion clinica

Previo a la toma de muestra para el cultivo, se realiza una evaluacion clinica a los
3, 7 y 15 dias de la inoculacion, valorando las alteraciones a nivel de cornea, Gvea anterior
y conjuntiva de cada conejo. Cada parametro estudiado se cuantifica de 0 a 3 segun la

menor o mayor afectaciéon, como puede verse en las Tablas 1a, 1b, Icy 1d.

2.2.8.- Estudio microbiolégico

Se hacen determinaciones del exudado conjuntival y corneal a los 3, 7 y 15 dias de
la inoculacion, mediante raspado con asa de platino del fondo de saco conjuntival y de la
cOrnea, respectivamente. Inmediatamente se realiza siembra directa dé las muestras en agar
sangre y se lleva a incubacion en una estufa a 37°C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas y
se interpreta como resultado positivo la aparicion de crecimiento y como resultado

negativo la ausencia de crecimiento.

2.2.9.- Evaluacién del numero de bacterias viables presentes en la cornea extraida

Previa administracion de una dosis IV letal de tiopental, se realiza una

queratectomia con tijeras de todas las corneas, que se introducen inmediatamente en
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solucion salina estéril y se someten a un proceso de agitacion durante 5 minutos seguidos
en un vortex. A continuacion se realizan diluciones seriadas del liquido de fase, que se
siembran mediante extension de un volumen 25 pl con un asa de Dubrasky en agar sangre,
para su recuento tras incubacién a 37°C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas, y se

cuantifica atendiendo al namero de UFC/ml encontradas.

2.2.10.- Estudio anatomopatolégico

Se realiza evaluacion histopatologica de un ojo del grupo placebo, elegido al azar,

al final del tiempo de experimentacion.

2.2 11.- Andlisis estadistico de los resultados

Al final del estudio, se analizaron estadisticamente los resultados clinicos y
microbiologicos de cada grupo, con objeto de establecer las diferencias existentes entre

ellos. El método utilizado fue el de la f de Student.

U.C M, Facultad de Medicina 85



IV.- RESULTADOS



Resultados

1.- RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VITRO

1.1.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y
BACTERICIDAS

1.1.1.- Concentracion minima inhibitoria

Ofloxacino, al igual que gentamicina, presenté una CMI en el limite de la resistencia

frente al 8. preumoniae. Frente a los Staphylococcus mostré una sensibilidad igual a la de

los aminoglucésidos.

Frente a E. coli presentdé la mayor sensibilidad, 16 veces mas sensible que los
aminoglucosidos. También frente a P. vulgaris, presentd la mayor sensibilidad, pero fue
s6lo dos veces mas sensible que gentamicina y tobramicina. Frente a P. aeruginosa se

mostro sensible, con una CMI menor que gentamicina y mayor que tobramicina.

Tiamfenicol fue sensible para el S. pnewmoniae con una CMI menor que la de
ofloxacino y los aminoglucdsidos. También presentd buena sensibilidad frente al
S. epidermidis, pero frente al S. aureus -al igual que frente al P. vulgaris- mostré una CMI
de sensibilidad intermedia (CMI = 32 pg/ml). En cualquier caso, . coli y P. aeruginosa

fueron resistentes al tiamfenicol.

Destaca la gran sensibilidad presentada por rifampicina frente a todos los
organismos gram positivos. Sin embargo, era de esperar su pobre actividad frente a los
gram negativos, cuya CMI super6 en todos los casos el limite de la resistencia establecido

en 4 pg/ml,

Los aminoglucésidos presentaron unas CMI sensibles y superponibles para los

Staphylococcus y las Enterobacteriaceae. S. pneumoniae se mostro resistente a
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tobramicina, pero P. aeruginosa fue la que present6 mejor sensibilidad a tobramicina

(CMI = 025 pg/ml).
1.1.2.- Concentracion minima bactericida

En general encontramos coincidencia entre los valores de CM1 y CMB, lo cual no
es de extraiiar ya que se trata de antibidticos por definicidon bactericidas. Solo en el caso de
Proteus vulgaris frente a rifampicina y tiamfenicol -bacteriostatico- vemos que la CMB

supera con creces la CML

En la Tabla 2 se detallan los valores de la CMI y CMB.
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RSN RS2 S & . i
Ofloxacino S. pneumoniae ATCC 6303 4 4
S.aureus ATCC 29213 0'5 0'5
S epidermidis ATCC 12228 0's 0'5
E. coli ATCC 25922 0'03 0'03
P vulgaris ATCC 13315 0'06 0'06
P. aeruginosa ATCC 9721 0's 1
Tiamfenicol S. pneumoniae ATCC 6303 2 2
S.aureus ATCC 29213 32 32
S epidermidis ATCC 12228 4 8
E. coli ATCC 25922 64 128
P vulgaris ATCC 13315 32 >128
P. aeruginosa ATCC 9721 64 128
Rifampicina S. pneumoniae ATCC 6303 0'03 003
S.aureus ATCC 29213 0'015 0'03
S epidermidis ATCC 12228 0'015 0'03
E. coli ATCC 25922 8 8
P. vulgaris ATCC 13315 16 128
P. aeruginosa ATCC 9721 32 32
Gentamicina S. pneumoniae ATCC 6303 4 4
S.aureus ATCC 29213 025 025
S epidermidis ATCC 12228 0'12 0'12
E. coli ATCC 25922 0's 0'5
P. vulgaris ATCC 13315 012 025
P. aeruginosa ATCC 9721 i 2
Tobramicina S. pneumoniae ATCC 6303 8 16
S.aureus ATCC 29213 025 025
S epidermidis ATCC 12228 025 0'25
E. coli ATCC 25922 o's 0'5
P. vulgaris ATCC 13315 0'12 0'25
P. aeruginosa ATCC 9721 0'25 0'5
Tabla 2: Concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas de ofloxacino, tiamfenicol,

rifampicina, gentamicina y tobramicina frente a cepas estindar de S preumoniae,

S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. vulgaris y P. aeruginosa.
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1.2.- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA
EN FUNCION DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO

1.2.1.- Efecto sobre el crecimiento de S. pneumoniae ATCC 6303 tras la exposicion

durante una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inéculo
de 106 UFC/ml, no encontramos
EPA a CMI. Con concentraciones
de 6'8 ug/ml se obtuvo un EPA de
1'l horas, que se prolongd a
3'1 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
la 7" hora de

entre la 6" vy

seguimiento, en este Gltimo caso.

Tiamfenicol: con un inéculo
de 107 UFC/ml, presenté un EPA de
0'9 horas a CMI, que se prolongd a
2 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
a partir de la 5° hora de seguimiento,

en este ultimo caso.
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Fig. 5: EPA de ofloxacino a OMI, 6,8 pg/ml v 10 CMI frente a
§. paeomonise ATCC 6303,
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Fig. 6: EPA de tinmfenicola CMI y 10 CMI freate a S.preumoniae ATCC 6303,
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Rifampicina: con un indculo
de 107 UFC/ml, mostré6 un EPA
poco significativo, de 0'5S horas, a
CMI. A 10 CMI el EPA fue
de 1'9 horas, observandose una

recuperacion de los cultivos a partir

de la 5* hora de seguimiento.

Gentamicina: con un indculo

de 107 UFC/ml, mostré un EPA

poco significativo, de 0'6 horas, a
CMI. A 10 CMI no encontramos
recuperacion de los cultivos después
de 7 horas de seguimiento, pudiendo
decir que el EPA sera mayor de

5 horas.

log (UFCimi)}
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Fig.7:EPA derifompicing s CMIy 10 OMI frente a S. posumoaine ATOC 6303.
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Fig.5: EPA degenmmicina a OMI y 10 CMI frenie a $.pueumonise ATOC 6303,

Tobramicina: con un inéculo de 106 UFC/ml, el EPA a CMI fue de 0'8 horas.

A 10 CMI fue imposible cuantificar el EPA dada la marcada actividad bactericida del

antibiotico que nos dejo sin indculo bacteriano tras la dilucion,

U.C M. Facultad de Medicina

91



Resultados

Con un indculo de 107 UFC/ml, presentd un EPA de 0'9 horas a CMI, que se
prolongo a 3'4 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a recuperarse entre

la 6* y 1a 7* hora de seguimiento, en este Gltimo caso.
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Fig.9: EPA de tobramiina a CMI y 10 OMI freate n 8. peenmonine ATCCS303.  Fig.10: EPA de tobramicing » CMI y 10 OMI freate a S, paenmoniae ATCC 6303.

1.2.2.- Efecto_sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 29213 tras la exposicion

durante una hora a varios antimicrobianos

log (UFChi)
o 7
Ofloxacino: con un indculo de 3
107 UFC/ml, no encontramos EPA a p §:E
Y2 CMI, a CMI mostré un EPA poco
significativo de 0'S horas, que se !
prolongd a 1'3 horas a 5 CMIL A
2
10CMI el EPA fue de 1'9 horas, oo e e
L
in .
observandose una recuperacion de los ~conmor  +os - 1o Cul
cultivos entre la 4* y la 5* hora de S CONTROLEPA % CMIEPA  +SCMIEPA  *I0CMIEPA
seguimiento. Fig. 11: EPA de offoxacino a CMIL, 5 CMI y10 CMI frente a

§. sutens ATCC 20213,
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Tiamfenicol: con un indculo
de 107 UFC/ml, presento un EPA de
I'l horas a CMI, que se prolongd a
2'9 horas a 10 CMI, observando que
los cultivos empezaban a recuperarse
la 6" hora de

entre la 5° y

seguimiento, en este Gltimo caso.

Rifampicina: con un indculo
de 107 UFC/ml, present6 un EPA de
0'0 horas a CMI. A 10 CMI no
encontramos recuperacion de los
cultivos después de 6 horas de
seguimiento, pudiendo decir que el

EPA serd mayor de 3'3 horas.
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Fig. 12: EPA de tamfenicol a CMI y 10 CMI frente a §. aurens ATCC 29213,
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Fig. 13:
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EPA derifampicina a CMIy 10 CMI freate a §. aurens ATCC 20213,

Gentamicina: con un inéculo de 107 UFC/ml, mostré un EPA poco significativo, de

0'5 horas, a CMI, que se prolongd a 2'l horas a 10 CMI, observando que los cultivos

empezaban a recuperarse entre la 4* y la 5° hora de seguimiento, en este ultimo caso.
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Tobramicina: con un indculo de 107 UFC/ml, presentd un EPA de 1'9 horas a CMI,
que se prolongé a 2'2 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a

recuperarse a partir de la 5* hora de seguimiento, en este Gitimo caso.
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Fig. 14: EPA de geatamiciza a CMIy 10 OMI freate » S, anreus ATCC 29213, Fig. 15: EPA de tobramicina ¢ CMIy 10 CMI fresie s 5. srens ATCC 28213,

1.2.3.- Efecto sobre el crecimiento de S. epidermidis ATCC 12228 tras la_exposicion

durante una hora a varios antimicrobianos
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Fig. 16: EPA de offoxneino a CMI y 10 CMI frence s S, epideraidis ATCC 12228,
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Tiamfenicol: indculo  de
107 UFC/ml, presenté un EPA de 1'3 horas a

CMI y de 1'S horas a 5 CMI, observando que

con  un

los cultivos empezaban a recuperarse entre la
4" y la 5* hora de seguimiento, en ambos

Casos.

con un in6culo de

Rifampicina:
107 UFC/ml, presentd un EPA de 1' horas a
CMI. A 10 CMIl no encontramos
recuperacion de los cultivos después de
8 horas de seguimiento, pudiendo decir que

el EPA sera mayor de 5'l horas.

indculo  de

EPA

Gentamicina:
107 UFC/ml,
significativo, de 0'7 horas, a CMI, que se

prolongo a 1'7 horas a 5 CMI. A 10 CMI no

con un

mostré un poco

pudo determinarse el EPA debido a la
marcada actividad bactericida del antibiotico

frente a esta bacteria a esta concentracion.
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Fig. 17 EPA de tiamienicol a OMI y 5 CMI frente a §. epidecmidin ATCC 12228,
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Tobramicina: con un inéculo
de 107 UFC/ml, present6 un EPA de
2'5 horas a CMIL. A 5 y 10 CMI no
pudo determinarse el EPA debido a
la marcada actividad bactericida del
anttbiotico frente a esta bacteria a

estas concentraciones.
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Fig. 20: EPA de tobramicina a CMI freate a $. epidermidis ATCC 12228,

1.2.4.- Efecto sobre el crecimiento de E. coli ATCC 25922 tras la_exposicion durante

una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inéculo
de 107 UFC/ml, no encontramos
EPA a CMIL. A 10 CMI no
observamos recuperacion de los
cultivos después de 6 horas de
seguimiento, pudiendo decir que el

EPA sera mayor de 32 horas.
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Fig. 21: EPA de ofloxacino a CMI y 10 CMI frente a E. ¢coli ATCC 25922,
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Rifampicina: con un inoculo de
107 UFC/ml, presentdé un EPA de 1'S horas a
CMI. Con concentraciones de 4 CMI,
10 CMI y 40 CMI no encontramos
recuperacion de los cultivos después de
7 horas de seguimiento, pudiendo decir que

el EPA sera mayor de 42 horas en los

3 casos.
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Fig. 72 EPA de rilimpiviaa o ML, 4 OMI y 10 CMI Erente a
E. coli ATCC 25922

Gentamicina: con un inéculo de 107 UFC/ml, no encontramos EPA a CML

A 10 CMI el EPA fue de 22 horas, observandose una recuperacion de los cultivos a partir

de la 5% hora de seguimiento.

Tobramicina: con un indculo de 107 UFC/ml, no encontramos EPA a CMI.

A 10 CMI el EPA fue de 2'1 horas, observandose una recuperacion de los cultivos entre la

4% y la 5" hora de seguimiento.
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Fig. 23: EPA de geatameizn o OMIy 10 OMI dreste a E. coli ATOC 25922
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1.2.5.- Efecto sobre el crecimiento de P. vulgaris ATCC 13315 tras la exposicion

durante una hora a varios antimicrobianos
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Fig. 25: EPA de ofloxacino s CMI y 6,8 eg/ml frente o P, valgaris ATCC13315.
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Gentamicina: con un indculo de 107 UFC/ml, no encontramos EPA a CML

A 10 CMI el EPA fue de 1'7 horas, observandose una recuperacion de los cultivos a partir

de la 4" hora de seguimiento.

Tobramicina: con un indculo de 107 UFC/ml, no encontramos EPA a CMI,

nta 10 CMIL.
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Fig. 28: EPA de geatamician v CMI y 10 OMI freate s P, valgaris AT OC 13315,

1.2.6.-

¥ 15 CMIEPA

durante una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un indculo
de 107 UFC/ml, presentod un EPA de
1 hora a CMI. Con concentraciones
de 10 CMI se
recuperacion de los cultivos a partir

de la 7

observé una

hora de seguimiento,
pudiendo decir que el EPA sera

mayor a 5 horas.
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Fig. 29: EPA de tobramiciga a QdI y 10 CMI freate o P. valgnrit ATCC 13315,

Efecto sobre el crecimiento de P. aeruginosa ATCC 9721 tras la exposicion
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Fig. 30: EPA de ofloxaeino a CMI y 10 CMI freate a P. aernginosa ATCC972L.
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Tiamfenicol: con un indculo de
106 UFC/ml, presentd un EPA de 1 hora a
CMI. A 10 CMI el EPA fue de 1'6 horas,
observandose una recuperacion de los

cultivos a partir de la 4* hora de seguimiento.

Rifampicina: con un indculo de
107 UFC/ml, presenté un EPA de 2'7 horas a
CMI. A 10 CMI el EPA fue de 4'6 horas,
observandose una recuperacion de los

cultivos a partir de la 7* hora de seguimiento.

Gentamicina: con un indculo de
107UFC/ml, presenté un EPA de 2 horas a
CMI. Con concentraciones de 10 CMI se
observd una recuperacion de los cultivos a
partir de la 8* hora de seguimiento, pudiendo

decir que el EPA sera mayor a 5 horas.
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Fig.31: EPA de tiamfesicol 4 OMI y 10 CMT frente o P, acreginoss ATCC972L.
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log (UFCH)
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Fig. 34: EPA de tobramicina 2 CMI y 10 OMI frente a P, aetoginosa ATCC 9721,

En las Tablas 3-8 se detallan los valores del EPA.
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Ofloxacino 4 4 -
6'8 1'1 £ 0'1
40 3101
Tiamfenicol 2 2 0'9 + (0'08
20 2+0'03
Rifampicina 0'03 0'03 0'5+0'1
'3 1'9x0'1
Gentamicina 4 4 0'6 £ 0'1
40 >5+1
Tobramicina 8 8 0'9 £ 0'05
80 3'4 £ 03

Tabla 3: Efecto postantibiético de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Strepfococcus pneumonioe

ATCC 6303.
Ofloxacino 025 -

0’5 0's £ 03

2'5 1'3+0'

5 1'9 + 04

Tiamfenicol 32 32 1'l £ 01
320 29401

Rifampicina 0’015 0'015 0'9+03
L. 015 233 +0'1

Genlamicina 025 025 05 £072
2'5 2'1 £ 072

Tobramicina 025 025 1'9 £ 072
2'5 22104

Tabla 4: Efecto postantibidtico de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Staphyviococcus aureus

ATCC 29213.

Ofloxacino 0’5 0's 08+ 0'1

5 24+ 0'1

Tiamfenicol 4 4 1'3 £ 0'1
20 I'S+04 |

Rifampicina 0'015 (0’015 1'9+0'1

0'15 >5'1

Gentamicina 0'12 0'12 07 £ 0'1

0'6 1'7+0'1

Tobramicina 025 0'25 2'5 +0'1

Tabla 5: Efecto postantibiético de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228,
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Ofloxacino 0'03 0'03 072 +072
013 >32+072
Rifampicina 8 8 1'5+072
32 24'2+£072
80 =4'2 £ 02
Gentamicina 0'5 0'5 02072
5 22072
Tobramicina 0'5 0's 0
5 2’104

Tabla 6: Efecto postantibidtico de ofloxacino, rifampicina, gentamicina y
tobramicina frente a Escherichia coli ATCC 25922,

Ofloxacino 0'06 0'06 3+£0'1
6'8 3’5101
Tiamfenicol 32 32 1's £ 072
320 1'7+£072
Rifampicina 16 16 1'7+£072
Gentamicina 0'12 0'12 0
172 1'7+0'1
Tobramicina 0'12 0'12 0
12 0

Tabla 7: Efecto postantibiético de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina vy tobramicina frente a Proteus vulgaris

ATCC 13315,
Ofloxacino 0's 0's 1+02
5 5+0%
Tiamfenicol 64 64 1+01
_ 640 1'6 + 0'1
Rifampicina 32 32 27 + 04
320 4'6+ 01
Gentamicina 1 1 2105
10 5+02
Tobramicina 0'25 0'25 1+£0'3
2'S 3201

Tabla 8: Efecto postantibidtico de ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9721.
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2.- RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VIVO

2.1-MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE Y PROTEUS VULGARIS.
TRATAMIENTO CON OFLOXACINO

2.1.1.- Resultados clinicos
2.1.1.1.- Ensayo con S. preumoniae (Tabla 9)

Control: todas las corneas presentaron un edema intenso asociado a la formacion de
un leucoma mayor de 4 mm que impedia la visualizacion de la camara anterior durante todo
el tiempo de estudio, aunque en el tercer dia destaca la formacion de hipopién en un caso.
Observamos aumento de la neovascularizacion en la segunda semana y persistencia de las

ulceras de 2-4 mm de diametro y deformacion corneal leve en el decimoquinto dia.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e
intensa durante las dos semanas, aunque la quemosis y secrecion se hacen leves al final del

estudio. Todos los ojos evolucionaron hacia la ptisis bulbi.

Profilaxis: el edema corneal fue leve en todos los casos desapareciendo en el
decimoquinto dia. Se observé formacion de un leucoma menor de 2 mm junto a una
neovascularizacién que no llego a afectar a un cuadrante durante todo el periodo de
estudio. La ulcera que no alcanza los 2 mm ha desaparecido en un tercio de los casos en el
séptimo dia y lo mismo ocurre con la deformacion corneal, que de ser leve pasa a no existir

al final de las dos semanas.

No se evidenci6 afectacion uveal en ningiin momento. La hiperemia conjuntival y

ciliar, entre leve y moderada los tres primeros dias, tiende a desaparecer hacia el séptimo
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dia en que ya no se observa quemosis, siendo todos los parametros conjuntivales normales

en todos los casos al final del estudio.

Tratamiento: el edema corneal fue moderado en dos tercios de los casos entre el
tercero y séptimo dia, llegando a desaparecer en todos los casos excepto en uno al final de
las dos semanas. Se observo persistencia de leucoma menor a 2 mm y neovascularizacién
que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al final del estudio. La ulcera de 2-4 mm
de didmetro inicia su mejoria, al igual que la deformacioén corneal, a partir del séptimo dia y

en el decimoquinto ambas han desaparecido en todos los casos.

No se observé reaccion uveal en ningin momento. La hiperemia conjuntival y ciliar
fueron intensa y moderada, respectivamente, durante la primera semana, apreciandose
quemosis y secrecion leves, pero al final del tratamiento todos estos parametros se han

normalizado en todos los casos.

2.1.1.2.- Ensayo con P. vulgaris (Tabla 10)

Control: todas las corneas presentaron un edema entre moderado e intenso asociado
a la formacién de un leucoma entre 2 y > 4 mm de didmetro que no permitié la
visualizacién de la camara anterior, aunque, también en un caso y en el tercer dia, destaca la
formacion de hipopion. Observamos aumento de la neovascularizacién importante en la
segunda semana y persistencia de las llceras de 2-4 mm de diametro y deformacion corneal

leve en el decimoquinto dia.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar intensa y quemosis y
secrecion moderadas en la primera semana, que evolucionan hacia una menor intensidad
-moderada y leve, respectivamente- en la segunda semana. Todos los ojos evolucionaron

hacia la ptisis bulbi.
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Profilaxis- el edema corneal fue leve en todos los casos, desapareciendo en el
decimoquinto dia. Se observd formacion de un leucoma menor a 2 mm sin
neovascularizacion, que persisti¢ durante todo el estudio. La tlcera de 2-4 mm de diametro
en el tercer dia tiende a disminuir su tamafio, de forma que a partir del séptimo dia ha
cerrado en todos los casos menos en uno y es inexistente al final del tratamiento. Lo mismo
ocurre con la deformacion corneal, que de ser leve pasa a no existir al final de las dos

seémanas.

No se evidenci¢ afectacion uveal en ningin momento. La hiperemia conjuntival y
ciliar entre leve y moderada los tres primeros dias, tiende a desaparecer hacia el séptimo dia

y la quemosis y secrecion conjuntivales no se detectan desde el tercer dia de la evolucion.

Tratamiento: el edema corneal fue moderado entre el tercero y séptimo dia,
persistiendo de forma leve al final de las dos semanas. Se observé un leucoma residual
menor a 2 mm y discreta neovascularizacion en todos los casos al final del estudio. La
tilcera de 2-4 mm de diametro inicia su mejoria, al igual que la deformacion corneal, a partir

del séptimo dia y en el decimoquinto ambas han desaparecido en todos los casos.

No se observo reaccion uveal en ningun momento. La hiperemia conjuntival y ciliar
fueron moderada e intensa, respectivamente, durante la primera sémana, apreciandose
quemosis y secrecion leves. Al final del tratamiento todos estos parametros se han
normalizado en todos los casos excepto en uno, en el que persiste hiperemia conjuntival

leve.
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3 0-1
Leucoma 3 0-1
Neovascularizacién 0 1-2 2-3 0 0-1 0-1 0 0-1
Ulcera 3 0-1
Deformacion 1.2 | 1 1 0-1 0-1

CAMARA ANTERIOR
Tindall - - - - -
Hipopién 0-1 - - 0 0
Hifema 0 - - a 0
Formacion de fibrina L - - - - - -
IRIS
Hiperemia 0 - - 0 0
Irregulandad pupilar 0 - - 0 0
Sinequias 0 - - 0 0
CONJUNTIVA
Hiperemia conjuntival 2-3 3 23 1-2 0-1
Hiperemia ciliar 2 2-3 2-3 1-2 0-1
Quemosis 1-2 1-2 1 1-2 0

Secrecion 2-3 1-2 1 1-2 0-1
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Tabla 9: Queratitis por S. pneumoniae ATCC 6303. Ensayo con ofloxacino. Resultados clinicos.

Edema 2-3 2-3 2 2 0-1 0 I-2 I 0-1
Leucoma 1-2 2-3 23 1-2 1 3 1-2 1 1
Neovascularizacién 0 2-3 2-3 0 0 0 0 0-i 1
Ulcera 2-3 2-3 1-2 1-2 0-1 0 1-2 1-2 0
Deformacion 0-1 1 1 0-1 0-1 0 1-2 0-1 0
CAMARA ANTERIOR

Tindall - - - - - - - - -
Hipopion 0-1 - - 0 0 0 0 0 0
Hifema 0 - - 0 0 0 0 0 0
Formacion de fibrina - - - - - - - - -
IRIS

Hiperemia 0 - - 0 0 0 0 0 0
Irregularidad pupilar 0 - - 0 0 0 0 0 0
Sinequias 0 - - 0 0 0 0 0 0
CONJUNTIVA

Hiperemia conjuntival 3 3 1-2 1-2 L 0-1 2 | 0-1
Hiperemia ciliar 3 2 1-2 1-2 i 0 2-3 2 0
Quemosis 2-3 1-2 1 1 0 0 1 0-1 0
Secrecion 1-2 1 1 1 0 0 1 0-1 0

Tabla 10: Queratitis por P. vulgaris ATCC 13315. Ensayo con ofloxacino. Resultados clinicos.

U.C M. Facultad de Medicina 107



Resultados

2.1.2. - Resultados microbiologicos

2.1.2.1.- Ensayo con 8. pneumoniae (Tabla 11)

Control: al tercer dia el 66'6% de los cultivos corneales son positivos para
S. pneumoniae, al séptimo dia el porcentaje disminuye a un 33'3% vy aislamos
Staphylococcus spp. en el 33'3% de las conjuntivas. En el decimoquinto dia todos los
cultivos son negativos para S. pneumoniae y aislamos Staphylococcus spp. en el 33'3% de

las corneas y en el 66'6% de las conjuntivas.

Profilaxis: todos los cultivos son negativos para S. pneumoniae durante todo el
estudio, aislandose Staphylococcus spp. en el 16'6% de las conjuntivas en el tercer dia, en
el 16'6% de las cormeas y 50% de las conjuntivas en el séptimo dia y en el 66'6% de las

cdrneas y 33'3% de las conjuntivas en el decimoquinto dia.

Tratamiento: los cultivos son positivos en el 33'3% de las comeas para
S. premoniae en el tercer dia; el séptimo y decimoquinto dia todos los cultivos son
negativos para S. pneumoniae, pero encontramos contaminacion por Staphylococcus spp.
en ¢l 83'3% de las conjuntivas en el séptimo dia y un 50% de las corneas al final del

estudio.

2.1.2.2.- Ensayo con P. vulgaris (Tabla 12)

Control: al tercer dia todos los cultivos de cormea y conjuntiva son positivos para
P. vulgaris, en el séptimo dia este porcentaje ha descendido a un 33'3% tanto en coOrnea
como en conjuntiva, aislandose contaminacion por Staphylococcus spp. en el 333 % de las
comeas y en el 66'6% de las conjuntivas; en el decimoquinto dia todos los cuitivos son
negativos para P. vulgaris, aislandose Staphylococcus spp. en el 66'6% de las corneas y en

el 100% de las conjuntivas.
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Profilaxis: todos los cultivos son negativos para P. vulgaris durante todo el
estudio; y solo en el séptimo dia se aisla Staphylococcus spp. en el 33'3% de las muestras

de corea y en el 83'3% de las de conjuntiva.

Tratamiento; al tercer dia un conejo ha muerto y los cultivos son positivos en el
50% de las corneas y en el 33'3% de las conjuntivas para P. vulgaris, encontrandose,
ademas, en conjuntiva un 16'6% de cultivos contaminados por Staphylococcus spp. En el
séptimo dia solo hay un 16'6% de positividad para P. vulgaris en la comea y se aisla
Staphylococcus spp. en el 33'3% de las mismas; en conjuntiva el aislamiento de
estafilococos alcanza un 66'6%. En el decimoquinto dia todos los cultivos son negativos
para P. vulgaris, y encontramos Staphylococcus spp. en el 66'6% de las corneas y

conjuntivas.

Cultivo 3° dia + (66'6 %) - (333 %)

Cultivo 7° dia +(33'3 %) - .
Cultivo 15° dia - - -

Tabla 11: Queratitis por S. pneumoniae ATCC 6303. Ensayo con ofloxacino. Resultados microbiologicos.

Cultivo 3° dia + (100 %) - T+ (50%)
Cultivo 7 dia T (33 %) : T (166 %)
Cultivo 15° dia - - -

Tabla 12: Queratitis por P. vulgaris ATCC 13315. Ensayo con ofloxacino. Resultados microbiol6gicos.
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22-MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN
CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE. TRATAMIENTO CON
TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA.

2.2.1.- Resultados clinicos (Tablas 13 y 14)

2.2.1.1.- Grupo placebo

Profilaxis: todas las corneas presentaron un edema entre moderado e intenso
asociado a la formacion de un leucoma mayor de 4 mm de diametro que impedia la
visualizacién de la camara anterior durante todo el tiempo de estudio, aunque en el tercer
dia se puede apreciar la formacion de hipopion. Observamos aumento de la
neovascularizacion mayor a dos cuadrantes en la segunda semana y persistencia de las

tlceras de 2-4 mm de didmetro y deformacién cormneal moderada en el decimoquinto dia.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar intensa en el tercer dia
que se hacen moderadas en el séptimo dia y leves al final de las dos semanas, aunque la
quemosis y secrecion se mantienen entre leves y moderadas durante todo el tiempo de

seguimiento.

Tratamiento; todas las corneas presentaron un edema intenso asociado a la
formacion de un leucoma mayor de 4 mm que impedia la visualizacion de la camara
anterior durante todo el tiempo de estudio. Observamos aumento de la neovascularizacién
en la segunda semana y persistencia de las alceras de 2-4 mm de diametro y deformacion

corneal entre leve y moderada en el decimoquinto dia.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival moderada y ciliar intensa en el
tercer dia, que mejoran en la segunda semana y son leves en el decimoquinto dia. La

quemosis y secrecion, mas importantes en el tercer dia, se hacen leves al final del estudio.
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2.2.1.2.- Grupo tobramicina

Profilaxis: el edema corneal fue moderado entre el tercer y séptimo dia
desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto dia. Se observd formacion de un
leucoma entre 2 y 4 mm de didmetro junto a una neovascularizacion que afectd a mas de
dos cuadrantes en el séptimo dia, con persistencia de un leucoma residual leve y menor
neovascularizacion al final de las dos semanas. La ulcera de 2-4 mm de diametro en el

tercer dia, cicatriza en todos los casos a partir del séptimo dia.

En los tres primeros dias encontramos una reaccion uveal leve junto a una
hiperemia conjuntival y ciliar moderada e intensa, respectivamente, quemosis leve y
secrecion moderada. En el séptimo dia tan s6lo se aprecia una hiperemia conjuntival y ciliar

leve. En el decimoquinto dia todos los parametros conjuntivales se han normalizado.

Tratamiento: el edema corneal fue moderado entre el tercero y séptimo dia,
persistiendo de forma leve al final de las dos semanas. Se observé un leucoma residual
menor de 2 mm y neovascularizacion que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al
final del estudio. La dlcera < 2 mm de diametro en el tercer dia, cicatriza en todos los casos

a partir del séptimo dia.

Apenas existe reaccion uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fue entre moderada e
intensa en el tercer dia, disminuyendo en la segunda semana hasta desaparecer al final del
estudio. La quemosis y secrecion moderadas al principio mejoran al final del tratamiento,

quedando solo una pequeiia secrecion conjuntival.
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2.2.1.3.- Grupo tiamfenicol

Profilaxis: el edema comeal fue entre leve y moderado en el tercer dia,
desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto. Se observo formacion de un
leucoma entre 2 y 4 mm de diametro en el tercer dia junto a neovascularizacidn moderada
en la segunda semana y leucoma residual leve al final de las dos semanas. Las ulceras de
2-4 mm de diametro inician su cicatrizacion a partir del séptimo dia, habiéndose cerrado

todas al final del estudio y no apreciandose en ningin momento deformidad corneal.

La hiperemia conjuntival y ciliar entre leve y moderada los tres primeros dias, tiende
a desaparecer hacia el séptimo dia en que ya no se observa quemosis, pero si secrecion
leve. Todos los parametros conjuntivales son normales en todos los casos al final del

estudio.

Tratamiento: el edema corneal fue moderado durante 1a primera semana y persistio

de forma leve en la segunda. Se observd persistencia de leucoma entre 2 y 4 mm de
diametro y neovascularizacion intensa en el séptimo dia, que abarca a uno 6 dos cuadrantes
en todos los casos al final del estudio. La tOlcera de 2-4 mm de diametro inicia su mejoria, al
igual que la deformacion corneal, a partir del séptimo dia, y en el decimoquinto ambas han

desaparecido en todos los casos.

Apenas existe afectacidon uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fueron entre
moderadas e intensas los tres primeros dias, apreciandose también quemosis y secrecion
moderadas. En el séptimo dia la afectacion conjuntival en general es leve sin quemosis y al
final del estudio todos estos parametros se han normalizado a excepcion de una pequefia

secrecion.
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2
Leucoma 2-3 3 3 1-2 2 1-2 2 1 1-2
Neovascularizacion 0 3 3 ] 3 1-2 0 1-2 1-2
Ulcera 1 2 2 12 0 0 1-2 | 0-1 0
Deformacion 0 1 2 0 0-1 0 0 0 0
CAMARA ANTERIOR
Tindall - - - - - - - - -
Hipopi6n 2 - - 1 0 0 0 0 0
Hifema 0 - - 0 0 0 0 0 0
Formacién de fibrina - - - - - - - - -
IRIS
Hiperemia 1 - - 1-2 0-1 0 1 0 0
Irregularidad puptlar 0 - - 0 0 0 0 0 0
Sinequias 0 - - 0 0 0 0 0 0
CONJUNTIVA
Hiperemia conjuntival 2-3 2 1 2 0-1 0 12 0 0
Hiperemia ciliar 3 2 1 2-3 0-1 0 2 0-1 0
Quemosis 1-2 I-2 1 1 0 0 1 0 o
Secrecion 1-2 2 2 2 0 0 1-2 0-1 0
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Tabla 14: Queratitis por S. pneumoniae ATCC 6303. Grupo Tratamiento. Resultados clinicos.
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2.2.2.- Resultados microbiolégicos (Tablas 15 y 16)

2.2.2.1.- Grupo placebo

Profilaxis: al tercer dia los cultivos son positivos en el 66'6% de las corneas y
conjuntivas para S. pneumoniae, encontramos sobreinfeccion por S. epidermidis en el
16'6% de las conjuntivas. En el séptimo dia se negativizan todos los cultivos v en el
decimoquinto un conejo ha muerto y aislamos Staphylococcus spp. en el 16'6% de las

corneas y en el 50% de las conjuntivas,

Tratamiento: al tercer dia los cultivos son positivos para S. preumoniae en el
16'6% de las muestras de cornea y conjuntiva, ademas, en conjuntiva un 33'3% de los
cultivos son positivos para Staphyviococcus spp.; al séptimo dia un conejo ha muerto y
persiste el mismo porcentaje de positividad para S. preumoniae tanto en cérnea como en
conjuntiva hasta el final del estudio, con sobreinfeccion por Staphylococcus spp. en comea

en el decimoquinto dia.

2.2.2.2.- Grupo tobramicina

Profilaxis: todos los cultivos de cormea y conjuntiva son negativos para
S. pneumoniae durante todo el estudio, Unicamente encontramos contaminacion por

Staphylococcus spp. en el 16'6% de las conjuntivas al tercer dia.

Tratamiento: al tercer dia el 16'6% de los cultivos corneales y conjuntivales son
positivos para S. pneumoniae, encontrando ademas en conjuntiva un 16'6% de cultivos

positivos para Staphylococcus spp. Posteriormente todos los cultivos son negativos.
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2.2.2.3.- Grupo tiamfenicol

Profilaxis: al tercer dia el 83'3% de los cultivos corneales y el 50% de los
conjuntivales son positivos para S. pneumoniae. Al séptimo dia se negativizan todos y en el
decimoquinto dia persiste la negativizacion en cuanto a los cultivos corneales; sin embargo,
en conjuntiva encontramos un 16'6% de positividad para S. preumoniae y contaminacion

por Staphylococcus spp. en el 33'3% de las mismas.

Tratamiento: al tercer dia el 33'3% de los cultivos corneales son positivos para
S. pneumoniae y el 33'3% de los cultivos conjuntivales son positivos para Staphylococcus
spp. En el séptimo dia todos los cultivos son negativos vy al final del estudio los cultivos
corneales siguen siendo negativos, pero en conjuntiva encontramos infeccion mixta por
S. pneumoniae y Staphylococcus spp. en el 33'3% de los casos, y contaminacion por

Staphylococcus spp. en un 16'6% de los cultivos.

Cultivo_3°" dia + (66'6 %) +(83'3 %)

Cultivo 7° dia - - -
Cultivo 15° dia - - -

Tabla 15: Queratitis por S. preumoniae ATCC 6303. Grupo Profilaxis. Resultados microbioldgicos.

Cultivo 3=dia | +(166%) |  +(166%) | +(333%)
Cultivo 7° dia +(16'6 %) - -
Cultivo 15° dia + (16'6 %) - -

Tabla 16: Queratitis por S. pneumoniae ATCC 6303. Grupo Tratamiento. Resultados microbiolégicos.
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2.2.3.- Resultados del nimero de bacterias viables presentes en la cornea extraida
(Tablas 17 y 18)

2.2.3.1.- Grupo placebo

Profilaxis: se identifico Staphylococcus spp. en el examen de una pieza corneal al

final del estudio. No se encontr6 8. pneumoniae en ningun caso.

Tratamiento: el estudio de las piezas corneales es negativo en todos los casos .

2.2.3.2.- Grupo tobramicina

Profilaxis: el estudio de las piezas corneales reveld dos corneas en las que

aparecian de 1 a 8 UFC/ml. correspondientes a S. preumoniae.

Tratamiento: se aisla Staphylococcus spp. en el examen de una pieza corneal. En

ninguna de ellas se identifica S. pneumoniae.

2.2.3.3 .- Grupo tiamfenicol

Profilaxis: en el estudio de las piezas corneales encontramos dos comeas en las

que aparecian mas de 20 UFC/ml. correspondientes a S. preumoniae.

Tratamiento: la valoracion de las piezas corneales es negativa en todos los casos.
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Tabla 17: Queratitis por S. Preumonize ATCC 6303. Grupo Profilaxis. Resultados del n® de bacterias
viables encontradas en la cornea extraida.
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Cornea 6 * - -

Tabla 18: Queratitis por S. Preumoniae ATCC 6303, Grupo Tratamiento. Resuitados del n® de bacterias
viables encontradas en la cornea extraida.

- = 0 UFC/m),
+ = 1 - 8 UFC/ml.
++ = 8-20UFC/ml
++ = > 20 UFC/ml
T = corresponde a conejos que murieron antes de finalizar el estudio.
* = corresponde a cornea enviada para estudio anatomopatolégico.

2.2.4 - Resultados anatomopatoldgicos

El estudio anatomopatologico de uno de los ojos, correspondiente al grupo
placebo, elegido al azar, reveldo una importante destruccion estromal, abundante material
inflamatorio en camara anterior, destruccion de procesos ciliares y del iris, sinequias
anteriores y posteriores y afectacion del cristalino con produccion de catarata. Estos
hallazgos corroboraron la impresion clinica estimada, de que estos ojos estaban abocados a

la ptisis bulbi.
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Discusion

El estudio in vitro de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos ha ido tomando
cada vez mayor interés debido al gran numero de medicamentos antibacterianos en uso y al

progresivo aumento de infecciones producidas por mutantes bacterianas resistentes.

Generalmente los tratamientos antibioticos en la clinica se basan en los resultados
obtenidos de los antibiogramas y en determinaciones de la CMI, realizandose los
protocolos de dosificacidon de los antimicrobianos empiricamente, de forma que alcancen en
suero como minimo, y en un tiempo breve concentraciones iguales a 4-5 CMI frente a los
microorganismos patogenos, prescribiéndose el antibidtico en intervalos de tiempo de
forma que la nueva dosis se alcance en sangre cuando aun exista al menos 1 CMI residual

de la dosis anterior280.

El dato que se obtiene del antibiograma no tiene en cuenta la dindmica del
crecimiento bacteriano. La CMI no considera el grado de penetracion de los farmacos en
los tejidos oculares, el pH del lugar de infeccion, el grado de union a proteinas resultado de
la presencia de escombros celulares, el contenido i6nico del area infectada o el metabolismo
del farmaco, todo lo cual afecta a las propiedades antibidticas de muchos

antimicrobianos!6’.

Los parametros farmacodinamicos tales como la tasa de actividad bactericida con
incrementos en la concentracion de los farmacos y el EPA, nos dan una descripcion mas
precisa de la duracidn de la actividad antimicrobiana que solo la CMI y nos permiten tener
una informacion mayor de la accion de los antibioticos de cara a poder establecer una base

mas racional para la determinacion de las dosis Optimas de los regimenes de tratamiento* 5.

Sin embargo, la concentracion que los antibidticos alcanzan en el interior del globo
ocular es muy pequeiia en relacion con las concentraciones en suero, y considerando que es
en la cormea donde hemos de alcanzar las concentraciones minimas de 4-5 veces la CMI,
hemos de tener en cuenta la escasa efectividad de muchos antibidticos utilizados por via

sistémica, ya que su concentracion intraocular, en muchas ocasiornes, esta por debajo de la
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CMI del germen causal de la infeccion’s. 281

Los estudios experimentales en animales y los ensayos clinicos en humanos, indican
que la aplicacion topica es la mejor via en el tratamiento de la infeccion corneal bacteriana,
aunque las inyecciones subconjuntivales pueden ser beneficiosas en casos puntuales. Hay
poco papel para la via sistémica en el tratamiento de la infeccion corneal, excepto quiza en

circunstancias inusuales!67- 168,249,257, 264,282, 283

1.- EVALUACION DEL MODELQ EXPERIMENTAL
1.1.- ELECCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Son numerosas las publicaciones que hacen referencia a la implicacion de estos
microorganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa 'y Streptococcus pneumoniage como principales bacterias patdgenas en
infecciones agudas del segmento anterior del ojo, siendo aislados con menor frecuencia

otros organismos coliformes como Escherichia coli y Proteus vulgariss3. 115. 146, 284-288

Por otro lado, junto al aumento de protagonismo de ciertas bacterias consideradas
hasta ahora de bajo poder patogeno, como es el caso del S. epidermidiﬁs’ 289,290 al cual se
atribuyen lesiones corneales de gravedad variable en estudios experimentales en conejos y
al incremento de su patogenicidad en Glceras corneales, infecciones postoperatorias y
blefaroconjuntivitis®!-2%3  y frente al cual se estan encontrando tasas de resistencia
comparativamente mas altas que para el S. auwreus, nos encontramos con queratitis
tremendamente graves como las originadas por P. aeruginosa y otros patdgenos corneales
gram negativos** 294.295 y que debido a su extendida distribucion y a la resistencia opuesta a
la mayoria de los antibiéticos, a menudo se vuelven dominantes cuando se han eliminado

las bacterias mas sensibles.

U.CM. Facultad de Medicina 120



Discusion

Y es por ello, debido a su frecuencia en queratitis y a su prevalencia en ojos, por lo
que han sido los microorganismos sobre los cuales se han desarrollado los mayores
modelos experimentales in vitro e in vivo de infeccion corneall6”. 256,257, 281. 296-298 y que nos

va a permitir la posibilidad de contrastar nuestros resultados.

La seleccion de cepas ATCC se hizo por homologar los resultados con los
obtenidos por otros autores y después de haber ensayado con aislados clinicos oculares de

las mismas especies sin encontrar diferencias significativas en los resultados.

1.2.- ELECCION DE LOS ANTIMICROBIANOS

Hasta ahora gentamicina y cloranfenicol se han estado utilizando en el tratamiento
de los procesos infecciosos de los 0jos, y aunque gentamicina se considera de eleccion ante
la sospecha de queratitis por bacilos gram negativos?* 2°°, Mahajan ya en 1983 informa un
aumento en su resistencia del 84% y hasta de un 70% para el cloranfemcol en cuitivos de

infecciones postoperatorias?®4,

El amplo espectro de actividad de tobramicina ha probado su utilidad en el control
de las infecciones oculares superficiales y profundas de los anejos oculares. Efectiva frente
a los Staphylococcus, su uso se reserva para infecciones debidas a organismos gram
negativos?00-302 habiéndose mostrado especialmente Gtil en el control de queratitis por
Pseudomonas resistentes a gentamicina. Sin embargo, en los afos 84-86 varios
autores?3. 304 describen un surgimiento preocupante de bacterias resistentes a tobramicina,
asi como falta de un control adecuado de las infecciones debidas a organismos gram
positivos (especialmente algunas cepas de S. preumoniae y Streptococcus del grupo D} y

-gram negativos (Neisseria y Bacteroides).

Escogimos ofloxacino por ser un antimicrobiano perteneciente a una familia de

quimioterapicos cuyo uso en el campo de las infecciones oculares ain no se ha
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generalizado.

Tiamfenicol se eligi6 por su actividad frente a Streptococcus pneumoniae
superponible a la de cloranfenicol, pero con una tasa comparativa de toxicidad a nivel
medular menor y tampoco comercializado atin en este campo.

Y se compar6 su actividad con la de otros antimicrobianos de uso mas difundido
como rifampicina, gentamicina y tobramicina cuya eficacia ha sido ampliamente demostrada
en las infecciones oculares externas!4s. 158,247,

1.3.- MODELO IN VITRO: EVALUACION DEL EPA

1.3.1.- Justificacion del método

El método para eliminar el antimicrobiano del medio una vez que ha terminado el

tiempo de exposicion puede tener una gran incidencia sobre los resultados?%?.

.a técnica mas empleada es la de centrifugacion y lavados repetidos, la cual se
realiza sometiendo a los caldos de cultivo a centrifugacion a 1200 g durante 5-10 minutos,
retirando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet de las bacterias en medio fresco libre
de farmaco!82 214. 218 219 201, 227222 Todos los investigadores han usado al menos dos
lavados para asegurar la eliminacion total de los antimicrobianos. Con eliminacion del 90%
del sobrenadante, dos lavados reducen la concentracion de antibiotico unas 100
veces!®2 218. 219 Con decantacion completa del sobrenadante, dos lavados pueden reducir

las concentraciones cerca de 10.000 veces??!,

El lavado per se es aplicable a todos los antimicrobianos, pero su procedimiento
requiere al menos 30 minutos y ademas, puede causar una reduccion temporal en la tasa de

crecimiento bacteriano!”, y ello se ha atribuido a diferentes factores como son la
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disminucién de la temperatura durante la centrifugacion, los efectos mecanicos y osméticos
de la centrifugacidn sobre las bacterias y la disminucion en el acceso de las bactenas a los
nutrientes del medio pudiéndose romper la adherencia con lo que el antimicrobiano se
eliminaria mas facilmente de la bacteria disminuyendo su efecto. Pero aunque todo ello
sucede de forma similar en los cultivos control no tratados, hemos de tener presente que las
bacterias tratadas son mas fragiles y por tanto, mucho mas sensibles a los deterioros
mecanicos, y esto se ha visto especialmente en organismos gram negativos, y mas

concretamente en P. aeruginosa'®!.

Un método mas rapido y simple para eliminar ¢l antibidtico -casi exclusivo de los
antibiéticos betalactamicos- es la imactivacion quimica del mismo. La adicion de
betalactamasa a los cultivos expuestos inactiva rapidamente a penicilinas y
cefalosporinag!7. 178, 188, 189, 217, 236, 240, 246 Sin embargo, otras clases de antimicrobianos no
pueden ser tan facilmente inactivados. Asi, el polvo de celulosa-fosfato que se une e
inactiva a los aminoglucésidos, requiere un paso de centrifugacion para separarlo de los

microorganismos2°l,

La dilucion como método simple para la eliminacion rapida del antimicrobiano
consiste en afiadir un pequefio volumen del cultivo expuesto al antibidtico a un gran
volumen de medio fresco libre del mismo!%2 198. 252 E| grado de la dilucion debe ser lo
suficientemente alto para que la concentracion del antibiotico en el cultivo diluido no logre
afectar al crecimiento normal de los organismos control. Con concentraciones cercanas a la
CMLI, una dilucion de 102 es suficiente. Concentraciones mas altas requieren diluciones de
10 6 104 182, Se necesitan inoculos de salida altos, al menos de 10°-106 UFC/mi ya que

los organismos se diluyen en la misma extension que el antimicrobiano.

Este método puede aplicarse a todos los antimicrobianos, pero debe tenerse especial
cuidado cuando se utilice con antibidticos con accion bactericida rapida, ya que la dilucion
puede reducir el nimero de microorganismos por debajo del rango detectable de forma mas

facil que el lavado repetido!®i.
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La técnica de la membrana de agar de Lorian implica la exposicion de los
microorganismos sobre un filtro de membrana al antimicrobiano difundiendo a la superficie
del agar. El farmaco se elimina por transferencia repetida desde los filtros a las placas de
agar libres de antibidtico y al igual que con la dilucion, el EPA obtenido es siempre mayor,
ya que parte del antimicrobiano puede quedar en el medio o adherido a las bacterias, no

siendo eliminado por completo* 395,

La ventaja potencial de este método que puede aplicarse a todos los
antimicrobianos es que los organismos se ven menos afectados por la presion osmética y
otros efectos mecanicos de los medios liquidos. Sin embargo, es técnicamente mas
complicado que la dilucion o la inactivaciéon quimica y consume mas tiempo que el modelo

en medio liquido!3!.39,

Por todo lo expuesto y con la experiencia recogida de los trabajos de Bundtzen y
Craig!®!- 182 que concluyen en no variacion en los tiempos de EPA en mas de un 30%
utilizando los 3 primeros métodos aqui comentados sobre diversos microorganismos
(S. pneumoniae y §. aureus entre otros), escogimos la dilucion en medio fresco como
método para la eliminacion del antimicrobiano por adecuarse a nuestras posibilidades de

trabajo al ser:

1} rapida,

2) sencilla y de facil realizacion,

3) no producir alteraciones fisiologicas celulares,

4) comparable con los resultados obtenidos por otros autores* 181.307.308 'y
5) aplicable a todas las combinaciones de antimicrobiano/microorganismo.

1.3.2.-.Cuantificacion del EPA

La fiabilidad del EPA esta determinada por la técnica utilizada para cuantificar ia

cinética de crecimiento microbioldgico tras la eliminacién del fairmaco. Las variaciones en
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el EPA entre los diferentes métodos podrian estar relacionadas con la sensibilidad v la

reproductibilidad del procedimiento a la hora de cuantificar exactamente dicho crecimiento.

Generalmente todos los métodos se contrastan con la técnica de recuento de
células viables descrita por Bundtzen'®? que es la mas utilizada para medir el EPA. No
obstante este método tiene dos inconvenientes que pueden inducir a error: las diluciones

seriadas y el hecho de asumir que una colonia representa a una sola bacteria.

Los primeros investigadores cuantificaron el EPA por estimacion del periodo de
tiempo del crecimiento estacionariol’s. 177,242 Sin embargo, las curvas de crecimiento tras
la eliminacion del farmaco no reflejan siempre un periodo llano estacionario seguido de un
crecimiento logaritmico agudo. A menudo, se observa un incremento gradual en el
recuento viable hasta que se alcanza un crecimiento normal. Otras veces, puede encontrarse
una disminuciéon en el nimero de organismos antes de que el crecimiento se haga
estacionario. Algunas de estas diferencias pueden simplemente reflejar errores o variacion
en la dilucién, en la realizacion del recuento. Sin embargo, Wilson y Rolinson!8®
demostraron que células bacterianas individuales en el interior del cultivo podian presentar
un periodo variable de supresion en el crecimiento. Observaciones con §. aureus con
microscopic de contraste de fase encontraron que la inhibicion del crecimiento de una
bacteria individual variaba de 20 minutos a 3 horas tras inactivacion con penicilasa. Asi el
modelo de crecimiento para el cultivo entero, aparentemente represehtaria el efecto medio

sobre los organismos individuales.

Por otro lado, se han atribuido posibles subestimaciones en el EPA al asumir que
hay una correspondencia entre una bacteria y una UFC. Los organismos gram negativos
tienden a filamentarse después de exponerse a los antibidticos betalactamicos con lo que se
tomaria un filamento (de 2 a 20 células) como una UFC. Cuando las bacterias tratadas se
pasan a un medio sin antibiotico en la hora cero del experimento, los filamentos se dividen
en células independientes y estariamos ante un error porgue iniciamos el recuento a partir

de un nimero inferior al que existe y, con el tiempo, se crearia un crecimiento virtual
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rapido en los cultivos pretratados en relacion con el control, justamente por la division del
filamento, lo que daria un falso EPA negativo. Esto podria justificar que solo se obtenga
EPA en bacilos gram negativos cuando trabajamos a concentraciones muy altas de

betalactamicos!®!. 134

Por otra parte, con organismos gram positivos en el recuento en placa puede
estimarse un menor efecto letal, debido a que los cocos tratados pueden adherirse unos a
otros con mayor facilidad que los no tratados y de esta manera, en la curva de letalidad la
cuantificacién del nimero de UFC disminuiria tanto por la accidn bactericida del
antimicrobiano como por el aumento en su agregacion y partiriamos igualmente de un
nimero inferior de UFC en el tiempo cero del EPA. Del mismo modo, puede ser que los
organismos sean viables pero incapaces de formar colonias en medio sélido, con lo que

también estariamos midiendo menos bacterias viables de las que en realidad hay3%®.

Para evitar estos problemas y proporcionar un método estandarizado que permitiera
comparar las diferentes metodologias y los experimentos similares realizados en distintos
dias, Bundtzen'®? desarrollo la ecuacion descrita en el apartado de materiales y métodos
para cuantificar el EPA. La raz0on para elegir un incremento de 1 logaritmo de base 10 en
las UFC/ml es que mas alla de este nivel, la tasa de crecimiento de los organismos
previamente expuestos es idéntica a la de los controles no tratados®. Asi que lo que

realmente medimos es el tiempo para alcanzar un crecimiento logaritmico normal.

A pesar de estos inconvenientes, el recuento de UFC es valioso por su relativa
facilidad, rapidez, economia y uso extendido, lo que permite comparar resultados!$!.
Ademas, este mismo método de cuantificacion se ha usado para la técnica de filtro de
membrana y, con €l, los estudios comparando métodos de eliminacion rapida del antibidtico

han dado de forma consistente EPA que no varian en mas de un 30%!8 182

También se han usado otros métodos de recuento para medir la cinética de

crecimiento microbiologico y cuantificar el EPA.
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Utilizando la densidad dptica con espectrofotémetro se cuantifica el EPA como la
diferencia en el tiempo que tarda en reducir un 5% la transmision de la luz entre los cultivos
expuestos al antimicrobiano y los cultivos control. Shah y cols.2°* en 1978, midieron con
este método el EPA de penicilina sobre bacterias gram positivas y gram negativas despu€s
de la adicion de penicilasa, aunque, no compararon sus resultados con recuentos.
Posteriormente, Bergan y cols.?!! no encontraron diferencias entre los resultados obtenidos
usando densidad optica y recuento de UFC para cloranfenicol y tetraciclina frente a E. coli

y para oxitetraciclina y flucloxacilina frente a S. awreus.

Tampoco Rescott?®® en 1988, y Meng!® en 1991 encontraron variaciones
significativas en el valor del EPA asi medido y el de recuento de UFC para E. coli expuesta

a ampicilina, tobramicina, rifampicina y ciprofloxacino.

Sin embargo, con betalactamicos y aminoglucésidos sobre bacilos gram negativos
se han observado discrepancias significativas obteniendo con técnicas Opticas valores de
EPA mucho mas largos que con el recuento de UFC'®4, y ello se ha atribuido a una
aparente reduccion de la transmision ptica producida por los filamentos’%?, lo cual también

ha sido informado por Craig y Gudmundsson!3!.

Este método, que tiene la ventaja de poder realizar varios ensayos en el mismo dia,
ya que precisa poco tiempo y material en su realizacion y cuyo resultado se puede leer en el
mismo dia, tiene la limitacion de que es incapaz de medir concentraciones por debajo de
104-10¢ UFC/ml lo cual podria originar sobrestimacion de los resultados debidos a un

aparente letargo en el crecimiento.

El método de cambios en Ia morfologia descrito por Lorian!®® determina el EPA a
partir de la observacion directa de la alteracion de la morfologia bacteriana producida por
los antimicrobianos, asi como en la variacion de la actividad enzimatica. Las alteraciones
morfologicas no son uniformes en cada organismo, pero se correlacionan bien con la

duracion del EPA determinado por recuento. Su uso queda relegado a aquelios
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antimicrobianos capaces de producir una alteracion en la morfologia bacteriana y asi se ha
observado engrosamiento de la pared celular en la combinacion rifampicina/S. aureus,
cambios minimos con gentamicina/S. aureus y agregados electrodensos intracelulares con
tobramicina/P. aeruginosa®!!. Con betalactamicos la correlacion ha sido menor, habiéndose

encontrado EPA mas prolongados que con el recuento en placal®,

En el método de los cambios en la conductancia eléctrica del medio de
cultivo’ 134, descrito por Gould?®® y Baquero!”3, el analizador del crecimiento bacteriano
mide el retraso en la iniciacion del crecimiento exponencial de la poblacion por el tiempo de
generacion del microorganismo. Este método disminuye el tiempo de experimentacion,
pero necesita todo un equipo de precision y ademas no es capaz de detectar crecimientos
bacterianos por debajo de 10+ UFC/mi y aunque existe una buena correlacion con el

método de recuentos viables, el EPA cuantificado es ligeramente mayor.

El método de la bioluminiscencia del ATP intracelular?®®202 asume que el
contenido de ATP en las bacterias es relativamente constante, estableciéndose una
correlacion entre viabilidad celular y ATP intracelular. Es un método rapido, sensible y muy
util para determinar y cuantificar el EPA en los antimicrobianos que producen una elevada

mortalidad.

La correlacion de esta técnica con el recuento es en cierto modo controvertida en la
literatura, autores como Hanberger?!?. 313 encuentran buena correlacion de este método con
el recuento y la densidad optica para daptomicina y vancomicina frente a gram positivos,
sin embargo, para gram negativos expuestos a betalactamicos observan un EPA negativo

en contraste con el método de recuento314.315,

La mayoria de los autores obtienen EPA mayores que con el recuento de UFC.
Odenholt?'6, ensayando con imipenem frente a P. aeruginosa, obtiene EPA de 3 a 5 h con
bioluminiscencia del ATP y de 1 a 2 h con el recuento. También Mattie?®® con ampicilina

frente a E. coli obtiene mayor EPA con este método, mostrando el recuento un
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recrecimiento casi inmediato al afiadir la penicilasa, el contenido de ATP queda suprimido
por varias horas!®!. Estas diferencias pueden deberse a la posibilidad de que el ATP de
algunas células muertas no lisadas sea estimado como ATP de células supervivientes, lo

que resultaria en una falsa elevacion de] ATP.

Una técnica adicional es la medicion de la radioactividad que produce la adicion de
SH-timidina a las proteinas y ADN de las bacterias viables mediante un contador de
centelleo. Gottfredsson y cols.207. 208 ghservaron que la exposicion de S. aureus durante 1
hora a CMI y 16 CMI de ciprofloxacino incrementaba la tasa de sintesis de ADN por
organismo de forma progresiva hasta un valor de 1'S horas tras quitar el antimicrobiano.
La maxima incorporaciéon de 3H-timidina se relaciond directamente con la duracion del
EPA. La importancia fisiologica del incremento de la sintesis de ADN se desconoce, pero
el incremento de la actividad metabdlica coincidente con un incremento en la duracion del

EPA sugiere un mecanismo comun.

La ventaja de esta técnica sobre la anterior es que las bacterias muertas no lisadas
no pueden incorporar timidina tritiada y ello permite medir el EPA de manera muy acorde

con los valores obtenidos en el recuento de UFC, pero su uso no parece rentable.

En a medicion por espectrofotometria del CO, producido en el medio de cultivo
en los procesos de fermentacion bacteriana en los viales de crecimiento descrita por
Gottfredsson?%, los valores del EPA medidos son muy similares a los obtenidos con
método de recuento de células viables. Es una técnica muy sensible y reduce el tiempo de
experimentaciéon a 3 horas, pero requiere un material que no esta disponible en muchos

laboratorios.

Reaimente lo que interesa es conocer si existe un cambio en la cinética de
crecimiento de las bacterias tratadas respecto del control y si ese cambio esta dentro de un
rango significativo para modificar la dosificacion®!®. Y estos estudios sugieren que el

recuento, que es un método aplicable a todas las combinaciones de
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antibiético/microorganismo y que es facilmente asequible a cualquier laboratorio por su
bajo coste y realizacion, es también un método seguro para la medicion de las cinéticas de

crecimiento, como lo demuestra su amplia utilizacion.

1.3.3.- Influencia de la concentracion de antimicrobiano

La mayoria de los autores® 180, 182, 204 242 ¢g]g encuentran EPA cuando ensayan a
concentraciones mayores 6 iguales a la CMI, y observan que incrementos en la
concentracion prolongan el EPA a un punto de méxima respuesta por encima del cual no se
observa un aumento significativo del EPA, que para la mayoria de las combinaciones de

antibidtico/microorganismo que realmente tienen EPA, se halla a 6-10 CMI!80. 181,

Zhanel y cols.3'7 han sugerido utilizar concentraciones subCMI, ya que los
antibioticos que son bactericidas a concentraciones iguales o un poco por encima de la CMI
(betalactamicos, aminoglucdsidos y quinolonas) eliminaran una gran parte de las bacterias
cuando se expongan a {a accidon del antimicrobiano y, en estos casos, el EPA podria

representar la recuperacion de los miembros de la pobiacion bacteriana mas resistentes.

Eagle?*? fue el primer investigador que examind el efecto de la concentracion del
antimicrobiano sobre el EPA. Sus estudios con penicilina G sobre éocos gram_positivos
demostraron que la duracion del EPA aumentaba con incrementos de las concentraciones
hasta un tiempo de maximo EPA a la concentracidn de penicilina mas rapidamente
bactericida para el microorganismo, e incrementos en la concentracion -incluso 10.000-
sobre ese nivel no prolongaban significativamente la duracion del EPA. Wilson y
Rolinson!%? tampoco encontraron prolongacion del EPA de penicilina G y ampicilina sobre

S. aureus expuesto a concentraciones de 10 a 100 CML

Posteriormente, Craig y Gudmundsson!® con eritromicina, penicilina G y

trimetoprim encontraron una progresiva prolongacion del EPA de una cepa estandar de
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S. aureus, hasta un punto de maximo EPA a concentraciones de 6 a 10 CMI. Sin embargo,
no observaron una duracion maxima del EPA con rifampicina incluso a concentraciones

mayores a 200 CMIL.

En cuanto a los bacilos gram negativos, se han encontrado comportamientos
diferentes en dependencia de la clase de antibidtico. Asi, Craig y Gudmundsson?*, con
inhibidores de la sintesis de proteinas y del ARN, observaron EPA de 1'2 a 4'2 horas con
1 hora de exposicidon a 4 CMI, sobre cepas estindar de E. coli y P. aeruginosa. Sin
embargo, fue necesario prolongar la exposicion y aumentar las concentraciones hasta
8-16 CMI para inducir EPA cortos con trimetoprim, ampicilina y cefamandol; e igual
ocurrio con cloranfenicol, rifampicina y tetraciclina®. Con tobramicina no se pudo
determinar un efecto maximo debido a la rapida y completa mortalidad de los

microorganismos a altas concentraciones!®!,

También los antibioticos betalactamicos son capaces de producir un EPA con
bacilos gram negativos, pero solamente a concentraciones altas®87.219.318  Agi se
necesitan concentraciones de [0 CMI de ampicilina para producir EPA significativo con
H. influenzae. Con fluorquinolonas, Fuursted3!® demostrd que el EPA de ciprofloxacino
sobre P. aeruginosa aumentaba al incrementarse la concentracion de antimicrobiano hasta

10 CMI, a partir de la cual ya no se producia un aumento en la duracion del EPA.

En general, deberian escogerse aquellas concentraciones que se alcanzan realmente
en suero, tejidos o liquidos organicos después de una dosis habitual de antibi6tico, y asi
aproximar mas facilmente los resultados iz vitro a la situacidén in vivo. Nosotros elegimos
concentraciones iguales a la CMI y 10 CMI con la idea de identificar la existencia de EPA
significativo a CMI vy si éste era maximo a 10 CMI, asi como elaborar una escala de
actividad comparada sobre organismos gram positivos y gram negativos con los

antibidticos elegidos.
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1.3.4.- El tiempo de exposicion del microorganismo al antibiético

Entre los efectos de la duracion de la exposicion sobre organismos gram positivos,
Eagle y cols.177 178 gbservaron un EPA maximo de penicilina G sobre cocos después de 2-4
horas de exposicion; sin embargo, algunas cepas mostraron incrementos del EPA después
de 24 horas de exposicion. También con ampicilina y eritromicina se ha descrito EPA mas
largo al incrementar la duracion de la exposicion por encima de 4 horas sobre

S. pneumoniae y S.aureus®®.

Los estudios sobre los efectos de la duracion de la exposicion sobre el EPA con
bacilos gram-negativos son mucho mas limitados. Craig y Gudmundsson??4, con 1 hora de
exposicion a concentraciones 4 CMI con inhibidores de la sintesis de proteinas y de ARN
observaron EPA de 1'2 a 4'2 horas sobre cepas estandar de E. coli y P. aeruginosa. Con
ciprofloxacino, Fuursted y cols3!? observaron una prolongaciéon del EPA sobre
Pseudomonas aeruginosa al aumentar el tiempo de exposiciéon hasta un maximo de 1 a 2
horas de contacto. A partir de ese tiempo, ya no se incrementaba el EPA, aunque se

prolongase la exposicion.

Con betalactamicos (ampicilina y cefamandol), trimetoprim, cloranfenicol,
tetraciclinas y rifampicina se ha visto que incrementos en los tiempos de exposicion junto a
concentraciones de antibiotico mas elevadas (8-16 veces la CMI) pueden inducir EPA
sobre bacilos gram negativos. Y asi, con ampicilina y otros betalactamicos sobre £. coli,
Shah y cols.204320.321 han observado una prolongacién progresiva del EPA de 0'S a 8 horas

al aumentar los tiempos de exposicion de 0'S a 3 horas.

Por otro lado, Craig y Gudmundsson!8! estudiaron el efecto de la duracion de la
exposicion de rifampicina sobre E. coli con 4 concentraciones diferentes y obtuvieron una
serie de curvas relativamente paralelas que les llevo a decir que la duracion de la exposicién
y la concentracion tienen igual efecto sobre el EPA y que doblando la concentracion se

obtiene aproximadamente el mismo efecto que dobiando la duracion de la exposicion.
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En general, la mayoria de los estudios se hacen con tiempos de exposicion que
oscilan entre 0'S y 2 horas, pero todos los autores coinciden en que una prolongacion del
tiempo de exposicidn del microorganismo al antimicrobiano produce un aumento en la
duracion del EPA#% § 173, 182, 187, 204, 209, 242 'Y 4] jgual que ocurre con la concentracion, el
EPA aumenta con el tiempo de exposicion al antibidtico hasta un punto de maxima

respuesta, a partir del cual ya no se produce un mayor aumento del mismo.

Sin embargo, un EPA maximo es dificil de determinar con algunos antimicrobianos
que por su rapida accion bactericida -mas a concentraciones elevadas o con exposiciones
largas- nos originarian una disminucion significativa del indculo con la consiguiente
sobreestimacion del EPA. Asi, en nuestro caso, un tiempo de exposicion de 1 hora fue
excesivo para la combinacion de S. epidermidis a 10 CMI de gentamicina y tobramicina e
incluso a 5 CMI de tobramicina, lo cual nos llevd -atendiendo a la experiencia de otros

autores!®!- a reducir a la mitad ia concentracion del antibiotico en algunos casos.

1.3.5.- Influencia de la concentracion del indculo

Una de las variables mas importantes en el estudio de la actividad de un antibiético
es la concentracion del inoculo, que para la CMI/CMB se trata de estandarizar en
105 UFC/ml 277. 321, Sin embargo, este apunte de estandarizacion es inexistente en el EPA| y

asi, el rango del inoculo varia segun los autores!8l. 182, 193-195,225

La influencia de la concentracion del indculo en la actividad bactericida de un
antimicrobiano va a depender por un lado del antibidtico (caracteristicas fisico-quimicas,
mecanismo de accion, farmacocinética, etc.) y por otro de la bacteria a la que se enfrenta

(tipo y cepa, fase de crecimiento y tiempo de generacion de la misma).

Por efecto indculo entendemos la existencia de una cooperacion bacteriana que con

frecuencia limita la accion del antibidtico. De esta manera, la actividad letal de un
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antimicrobiano es inversamente proporcional a la densidad de la poblacion bacteriana. Se
ha descrito con penicilinas, cefalosporinas de [° 2* y 3* generacion, imipenem Yy
monobactam para bacilos gram negativos -especialmente FEnterobacteriaceae vy
Pseudomonas- y para S. aureus’?2-324 y es posible que tenga trascendencia in vivo, incluso

con mayor frecuencia de lo que hasta ahora se conoce.

No se sabe muy bien su porqué, en el caso de los betalactamicos que pueden ser
inactivados por la produccion de betalactamasas bacterianas, un aumento del indculo puede
llegar a anular el EPA debido a la neutralizacion del antimicrobiano por las enzimas. Otros
autores3%% 323 sefialan la existencia de una variante resistente ocasional que emergeria de un
mmdculo grande al suprimirse la poblacion sensible con el antibidtico??6, Por uitimo, otra
explicacion que se ha sugerido ha sido la existencia de sustancias inhibidoras en el medio,
que no interfieren en las pruebas de sensibilidad, pero que pueden neutralizar al
antimicrobiano como las sulfamidas cuando un indculo alto aporta concentraciones

importantes de inhibidores como el acido paraaminobenzoico (PABA)?7.

Varios autores como McDonald y cols.® y Eagle y Musselman24? han encontrado
una disminucion ligera del EPA de S. aureus frente a penicilina G y eritromicina asociado a
un incremento en el indculo. En los ensayos con Enferobacteriaceae utilizando imipenem
se han observado reducciones importantes del EPA con in6culos de 107 UFC/ml frente a
los obtenidos con 10° UFC/ml328 y sobre P. aeruginosa con im;)culos de 108 se ha
encontrado disminucion de la accion bactericida y anulacion dei EPA que es recuperable
con la aireacion de los cuitivos, lo cual parece indicar que se produce dificultad en la
penetracion del antimicrobiano en los sitios diana, como consecuencia de una baja tensidn

de oxigeno3??.

En cuanto a los inhibidores de la DNA-girasa bacteriana, en algunos trabajos con
ofloxacino y ciprofloxacino se han observado modificaciones de la CMI de S. aureus y
E. coli en un pequeiio grado por el efecto de un indculo elevado, siendo estos valores de la

CMI directamente proporcionales al tamafio del indculo. Parece ser que este hecho es
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comun para algunas fluorquinolonas, sobre todo si se las compara con el ac. nalidixico. Y
asi, algunos autores’!. 76 330 han encontrado un leve efecto inoculo con ofloxacino. Y ello
podria explicarse por la disminucion de la tension parcial de oxigeno, que originaria una

accion bacteriostatica de las 4-quinolonasé3 331,

Nosotros hemos utilizado inoculos de 10%-107 UFC/ml por ser estas
concentraciones las maximas alcanzadas en la cornea tras la inoculacion de bacterias en los
modelos /n vivo en animales de experimentacion que simulan la infeccion en
humanosi67. 256, 257, 296-298 y también para evitar que dada la actividad bactericida de los
aminoglucosidos y quinolonas sobre todo a altas concentraciones nos quedasemos sin
indculo de partida tras la eliminacion por dilucién del antimicrobiano y no poder asi validar

la existencia del EPA.

1.3.6.- Fase de crecimiento de los microorganismos

Los estudios experimentales de UC sefialan que tras la inoculacion de las bacterias
en el estroma corneal del animal, éstas alcanzan un crecimiento logaritmico que coincide
con el tiempo en que se desarrolla la infeccion corneal, seguido de una fase de crecimiento

estacionario y posterior declive del mismo a partir de las 24-72 horag$8. 256, 257, 296-298

La mayoria de los estudios de EPA se han realizado con organismos en fase de
crecimiento logaritmico y ello nos va a permitir en nuestro caso, la valoracion de la
actividad del antibiotico en un momento de multiplicacién bacteriana durante un periodo de
tiempo corto (6-8 horas), que se corresponde en la mayor parte de los estudios
experimentales con el tiempo de generacion de la infeccion corneal. Por otro lado, el que la
mayoria de los estudios se hayan realizado en esta fase de crecimiento bacteriano permite

establecer comparaciones entre los resuitados.

Sin embargo, existe controversia en los tiempos de EPA segiin que se realicen en
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una u otra fase de crecimiento bacteriano, y asi, mientras Craig y Gudmundsson??* con
penicilina G/S. aureus y Gerber?3, Kirby y Craig?¥? con gentamicina/P. aeruginosa
muestran duraciones similares del EPA independientes de la fase de crecimiento,
Tuomanem3¥  si  encuentra  diferencias con’ otras  combinaciones de

antimicrobiano/microorganismo.

1.3.7.- Agitacion mecinica

Hay estudios contradictorios acerca de si los cultivos estacionarios o en agitacion
presentan un EPA distinto?3” 334 La mayoria de los investigadores no informan sobre la
utilizacion de agitacion mecanica de los cultivos durante la exposicion al antimicrobiano.
Craig y Gudmundsson!®! realizan sus estudios con agitacion continua. Wilson y Rolinson!80
no encontraron diferencias significativas en la duracién del EPA de penicilina G sobre
S. aureus bajo condiciones estacionarias o en un bafio de agitacion continua. Sin embargo,
Lee y cols.33* observaron que la agitacién mecanica acortaba el EPA de ampicilina frente a
E. coli, y asi, de un EPA de 1'4 horas en fase estacionaria se pasaba a 0'6 horas, incluso

EPA negativo, con la agitacion continua.

Nuestros ensayos se hicieron en agitacion continua, pero creemos que deberian

realizarse estudios mas extensos sobre este aspecto del EPA.

1.3.8.- Influencia del medio de cultivo

Los medios de cultivo constituyen un factor importante en la presencia y/o duracion
del EPA. Se han descrito diferentes tiempos de EPA segln el caldo utilizado. Sin embargo,
esta influencia ha sido poco estudiada. Asi todos aquellos componentes que produzcan un
cambio en el pH, en la concentracion de cationes, sales minerales 0 proteinas afectaran a la

actividad bactericida de los antimicrobianos y por tanto al EPA3®®,
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Los cambios en la presion osmdtica de los medios nutritivos van a condicionar que
las bacterias tratadas sean mas facilmente lisadas en medios hiper/hipotonicos y ello puede
alterar el EPA. Asi, los esferoplastos que elaboran su pared antes de dividirse mueren si la
presion osmotica es inadecuada y por tanto su EPA puede ser sobreestimado, mientras que
las bacterias viables que tienen su pared intacta pueden dividirse antes y por tanto su EPA

ser mas corto.

Varios estudios con betalactamicos han puesto de manifiesto que el EPA inducido
sobre cepas de S. aureus es mayor cuando se utiliza cé.ldo Trypticase Soy (TSB) como
medio de cultivo que cuando se utiliza caldo Miieller Hinton224. 320 Por otro lado, Wilson y
Rolinson!®® no observaron diferencias en la duracién del EPA de S. aureus expuesto a

penicilina G en caldo de Miieller-Hinton ¢ en Brain Heart Broth (BHB)!9%.245,

Koch y Burchall®3¢ observaron que el trimetoprim solo producia EPA si la
concentracion de timidina -que inhibe ia accién del trimetoprim- en el medio de cultivo era
baja. Y asi con TSB rico en timidina se encontré poco EPA sobre S. gureus y sin embargo,
con MHB se obtuvo un EPA de aproximadamente 2 horas. La eliminacidén del exceso de
timidina por la adicion de timidin fosfonlasa al TSB origind un EPA de 2'4 horas y

solamente produjo un ligero incremento del EPA a 2'2 horas en MHB.

Zhanel y cols.337 describen la influencia del LCR como médio de cultivo en la
prolongacion del EPA y en un estudio con £. coli expuesto durante 2 horas a 2 CMI de
cefotaxima, ciprofloxacino y gentamicina en MHB y LCR encontraron un aumento del
EPA en LCR. Sin embargo, la reduccion del crecimiento de las bacterias fue similar en

ambos caldos.

También se ha visto que el suero humano afiadido a los medios de cultivo influye
en la duracion del EPA173. 211 Asi mientras que la lisozima favorece el efecto bactericidal”,
la unién de las proteinas a los antibidticos disminuye su accion y por tanto reduce el EPA,

Bundtzen y cols. 182 observaron que el suero aumentaba la CMI de rifampicina y tetraciclina
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sobre E. coli en la misma medida en que el EPA disminuia, y que cuando se comparaba con
multiplos similares de fa CMI, la duracién del EPA, en suero y en caldo, era superponible.
Sobre fluorquinolonas, Davidson y Zhanel’3® han visto que el suero humano normal
aumentaba el EPA sobre S. aureus, y también encontraron resultados similares con
gentamicina y cefalexina, en cualquier caso, el suero aumentd6 la CMI de las

fluorquinolonas.

Aunque cualquier caldo podria usarse para la mayoria de los organismos, Craig y
Gudmundsson'®! recomiendan MHB y TSB para Staphylococcus, Enterobacteriaceae y
Pseudomonas, y caldo de Scchaedler para Streptococcus. Nuestros estudios se hicieron con
MHB por homogeneizar las condiciones de trabajo al ser el medio reconocido
internacionalmente’3?, siendo suplementado con sangre desfibrinada de carnero al 5% para

el manejo del S. pneumoniae debido a sus condiciones especiales de crecimiento.

1.3.9.- Influencia del pH

La actividad bactericida y el EPA de los antibioticos se encuentran estrechamente
relacionadas y muchos de los factores que modifican o alteran la actividad antibacteriana
modifican también la presencia y la duracidén del EPA. El pH es una de las variables que
mas influye en la actividad de los antimicrobianos y, como ya se ha visto en diversos

trabajos, va a repercutir también en el EPA3%,

Quiza el efecto del pH se deba a los distintos grados de ionizacion de los
antimicrobianos en el medio ambiente celular, lo cual afectaria a su penetracion y fijacion en
la célula bacteriana. Nosotros elegimos un pH fisiologico 7'2 + 02 para todos nuestros

ensayos por la posibilidad de comparar con otros autores*#,

Sin embargo, casi todos los estudios de EPA se realizan a pH fisiologico sin

considerar que en la mayoria de los procesos infecciosos el pH es mas acido y que, por
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gjemplo, ello reducira la  actividad bactericida de  aminoglucésidos vy
fluorquinolonas20®. 228, 235, 341, 342 gymentando los valores de sus CMI, mientras que los
betalactamicos se ven menos afectados®®®. Con agentes antifingicos y levaduras, Craig y

Gudmundsson!8! encontraron EPA mas largos a pH acido (5'3) que a pH neutro (7).

Craig y Vogelman’, con aminoglucésidos y quinolonas, observaron un efecto
negativo sobre el EPA al utilizar pH acido, y ello se atribuyo al cambio de la carga eléctrica
neta en la molécula de estos antibioticos en condiciones de acidez, de modo que se
modifica su penetracion en la célula bacteriana por una bajada en ¢l potencial eléctrico
transmembranal’*3. 344 por lo que la CMI aumenta y el EPA se reduce. También
Gudmundsson??® observd un efecto supresor en la actividad de los aminoglucosidos y
fluorquinolonas sobre £. coli y P. aeruginosa, con CMI mas altas, disminucion de la tasa

bactericida y EPA mas cortos.

Solo las 4-quinolonas que poseen un anillo de piperazina en el C7 del nicleo
quinelonico, como ciprofloxacino, norfloxacino y ofloxacino tienden a estar protonadas a
pH 5'5, mientras que las que no poseen este sustituyente tienden a ser neutrales y por tanto,
no ven modificada su entrada a la célula ni, por tanto, su actuacidon. Y asi el EPA de
ciprofloxacino frente a P. aeruginosa, E. coli y S. aureus no se altera al reducir el pH de
7'9 a 72 mientras que a pH 5'5S se hace nulo?%% 235, 316 De la misma forma, el EPA de
netilmicina sobre S. aureus y E. coli se reduce drasticamente de 6 horas en los pH alcalinos

a 0'4 horas en el pH acido?38,

Por otro lado, Kumada®# y Pérez Giraldo?* observan un descenso en la actividad
de ofloxacino sobre £. coli en MHB a pH 5'5, pero son de la opinion -junto a Reeves’4’ y
otros autores que han estudiado el efecto del pH sobre la actividad de las
4-quinolonas343. 349 de que este hecho, que es importante para concentraciones cercanas a

la CMLI, es poco significativo cuando se utilizan concentraciones elevadas en terapéutica.
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1.4.- MODELO IN VIVO

La evaluacion farmacologica en el hombre esta limitada por consideraciones
técnicas, legales y éticas y la eleccion de los farmacos debe basarse en parte sobre su

evaluacion farmacolégica en los animales®50.

Las infecciones bacterianas en animales como modelo de enfermedad humana son
utiles en la investigacidn de un nuevo antibidtico para establecer una correlacion entre los
resultados obtenidos in vifro y las concentraciones de antimicrobiano que protegen al

animal, y su efectividad en las distintas situaciones clinicas y localizaciones organicas®3!.

Quizas el problema mas dificil sea la licencia que se establece para las diferencias en
el manejo del farmaco entre el animal y el hombre. Por ello, es necesario tener cierto
conocimiento acerca de la farmacologia comparada para decidir en qué medida las
cualidades de un agente estudiado en animales pueden ser extrapoladas razonablemente al
ser humano?32, y elegir un modelo animal determinado para cada caso®33- 334, cuyo valor va
a depender directamente de la fidelidad de su parecido en la patogénesis, curso y resolucion

con la correspondiente infeccion humana.

Asi, un efecto protector indica que el antibidtico alcanza el lugar de la infeccion y
actua en el medio ambiente especial de la lesion, informacion quer no se consigue por
ningin método /n vitro. Lo mds importante es que su capacidad para responder al
tratamiento apropiado, después de que la lesidn se haya establecido y su curso natural haya
comenzado a desarrollarse, sea muy similar a como la infeccion en humanos debe responder
al tratamiento, y que el efecto sobre el animal sea realmente medible y reproducible en

limites imparcialmente estrechos’>2.

Ademas, los modelos experimentales permiten valorar diversas pautas de

tratamiento con seguimiento microbiologico y anatomopatologico.
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1.4.1.- Eleccion del conejo como modelo experimental

Un nimero de consideraciones anatomo-fisiologicas entran en la eleccion de las
especies para los experimentos animales. Asi, en nuestro caso, la eleccion del conejo se vio

respaldada por las siguientes:

Los primates, aunque han probado ser un buen modelo experimental en UC, son

caros, dificiles de obtener, y presentan cierta dificultad de manejo para trabajar con ellos?*°,

Las cobayas tienen una cornea proporcionalmente mas larga a otras especies y
aproximadamente la mitad de su espesor esta constituida por epitelio, lo cual podria afectar
de forma adversa a la penetracion y distribucion de los farmacos en la cornea, dependiendo

de sus propiedades lipo e hidrofilicas y de la via de administraci6n?.

El conejo ha probado ser un modelo experimental valido en el cual evaluar la
quimioterapia de las infecciones oculares bacterianas®*>-3%!. Ademas, son faciles de obtener

y su manejo y mantenimiento no plantean grandes complicaciones.

No obstante, aunque existen diferencias en el comportamiento farmacocinético de
los antibioticos entre el ojo del conejo y el humano, las similitudes lo hacen razonable para
aplicar la informacion obtenida de una especie a otra, siempre que tengamos en cuenta las

variables anatOmicas y fisiologicas existentes entre ambos!07. 362,

Asi, debido a que el conejo parpadea poco, los fairmacos administrados tdpicamente
no estan redistribuyéndose de forma continua en la pelicula lagrimal precorneal y ello puede

disminuir su penetracion corneal.

Ademas, el mayor volumen de humor vitreo en el 0jo humano adulto que en el del
conejo (aproximadamente cinco veces mayor)?’?, la mayor vascularizacioén de la orbita del

conejo y menor de la retina con respecto al humano, y el hecho de que la relacion entre el
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tamaiio del ojo respecto al cuerpo sea mayor en el humano, van a influir en el
comportamiento cinético de los antibidticos aplicados en inyeccion periocular. En
consecuencia, las inyecciones perioculares consiguen niveles de antibidtico en sangre
substancialmente mas altas en conejos que las originadas por dosis comparables en
humanos. Y las dosis a administrar deberan ser concordantemente menores que las que se
dan a los conejos, aunque normalmente las dosis que se dan a los humanos no son mucho

mayores que las que se aplican en los experimentos con conejos?3?,

Por ello, teniendo en cuenta que las recomendaciones habituales para el tratamiento
se basan en la deduccion de los resultados de los estudios farmacocinéticos en animales, la
interpretacién de los resultados estara influenciada también por los principios
farmacocinéticos que controlan la penetracion de los farmacos en el ojo, y el proposito del
tratamiento debera ser alcanzar la mayor concentracién corneal del farmaco que pueda ser

tolerado sin toxicidad?4.

1.4.2.- Técnica de inoculacion e indéculos gue se ensayan

Son muchos los autores que han desarrollado excelentes prototipos para simular

queratitis bacterianas en humanos.

Asi, puede producirse una infeccion experimental en la cornea después de su

extraccion por aplicacion topica de bacterias en el laboratorio?*0,

Otros investigadores236. 363. 364 han simulado la situacion clinica habitual mediante
escarificacidn de la cornea seguido de la aplicacion topica de una suspension de bacterias
para provocar infeccion, pero ello ha originado dificultades a la hora de estandanzar y

cuantificar los resultados.
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Crompton y cols.6* inyectaron bacterias en la camara anterior del conejo para
producir infeccion intraocular, pero los resultados fueron menos fiables que con la
inoculacion intracorneal directa o intravitrea, y ello puede ser debido a que el humor

acuoso no resulta ser un buen medio de cultivo para el crecimiento bacteriano36s-368,

Sin embargo, los resultados mas consistentes se producen cuando Jos organismos se
inoculan a través de agujas por microtrepanacion directamente en el estroma
corneal??® 369371 Asi se puede observar en los trabajos de Leopold y cols.3¢6. 372 Bohigian
y Foster3¢4. 368 Kupferman y Leibowitz!167- 264. 29 y Baum y Barza®? realizados en conejos
y en los de Davis y Chandler?”® y Davis y cols.?6- 257282 en cobayas y en los que se utilizan
como bacterias provocadoras de infeccion S. awreus, P. aeruginosa y E. coli

fundamentalmente.

Fernandez Vigo?! realiza estudios de técnicas de inoculacion en conejos y concluye
que en ningun caso los gérmenes producen infeccion comjuntival m corneal tras la
instilacion simple sin erosion epitelial previa. Cuando se realiza erosion epitelial e instilacion
(UC traumatica) se produce queratitis solo con P. aeruginosa y S. aureus, pero no con los
Streptococcus spp. Y cuando se realiza inyeccion intracorneal hay infeccion en el 100% de
los casos de P. aeruginosa y §. aureus, en el 41% de S. pneumoniae y en el 71% de

S. pyogenes.

Durantez Caccharro3’4 realiza un estudio con 4 técnicas de inoculacién con agresion
corneal (UC traumatica) en conejos, previa a la instilacion de una suspension de P.
aeruginosa y concluye que la erosion epitelial no produce ningun tipo de reaccion
conjuntival ni corneal. Con la erosion mas lesion intraestromal regular aprecia hiperemia
conjuntival y edema corneal en la zona de agresion en las primeras 24 horas, que
desaparece al tercer dia. Con la erosion mas lesion intraestromal irregular observa fuerte
reaccion conjuntival con mayor infiltracion corneal y exudado mucopurulento en las
primeras 24 horas, quedando un leve leucoma residual en el séptimo dia. Con la inyeccion

intracorneal encuentra una UC florida a las 24 horas en todos los casos.
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Asi pues, ambos autores encuentran la inyeccion intracorneal de gérmenes como
método ideal para producir UC experimental, siendo los resultados de esta técnica mas
seguros y homogéneos que con las otras técmicas, y su eficacia en el caso de
P. aeruginosa®* 3% y §. aureus®** 375 es del 100%. Y ello coincide con nuestros propios
trabajos anteriores?” y con los de Liolet?*”® que encuentra en la conjuntiva de ojos sanos en
humanos porcentajes importantes de §. prneumoniae (5'2%) y de P. aeruginosa (1'2%) sin

producir ningtin tipo de alteracion patolégica.

El indculo optimo para provocar una UC con esta técnica varia segln el tipo de
bacteria y su grado de virulencia. La mayoria de los autores?’6. 257. 296-298  han utilizado la
inyeccion intracorneal de 10-20 pl de una suspensic')r; estandarizada de bacterias que
contiene 50-400 UFC, y se ha visto que tras un periodo de 4-8 horas las bacterias entran en
una fase de crecimiento logaritmico en la cérnea, alcanzando un pico de 106-107 UFC a las
12-24 horas en que entran en una fase estacionaria de crecimiento, y se ha visto que en este
intervalo de 24 horas y coincidiendo con la fase de crecimiento logaritmico se alcanza la

infeccion corneal.

La utilizacion de in6culos con una concentracion alta de bacterias se hace para no
caer en el efecto de un bajo inéculo (< 107), comentado ya por algunos autores3!- 366,370,374
que seria superado por las defensas locales de la propia cornea y camara anterior, mas que

a la accidn antibacteriana del antimicrobiano.

En nuestro caso, la inyeccidn intracorneal de 50 pl de una solucion salina
conteniendo microorganismos a una concentracion entre 0'5 y 1 de la escala de Mc Farland
fue suficiente para provocar una UC florida a las 24 h de la inoculacion en todos los casos

con 8. pneumoniae y P. vulgaris.
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1.4.3.- Valoracién de la eficacia antibidtica

Como primera medida para evaluar la eficacia antibidtica, Kupferman vy
Leibowitz!67 y Davis y cols.2*6 utilizaron el recuento de bacterias en la cornea, aunque

también se puede medir la concentracion de los antibidticos en la cornea.

Davis y cols.?’¢ en 1977, realizan el recuento bacteriano mediante pulverizacion de
la cornea entera en caldo y plaqueando alicuotas. En 1979 extraen las comeas tras 24 horas
de tratamiento y las dejan en caldo, desde donde hacen cultivos cuantitativos por diluciones

seriadas?®2.

Kupferman!é? en 1979, determina el nimero de bacterias viables a partir de una
muestra de |0 mm de diametro de cornea obtenida por trepanacion una hora después de la
altima dosis de antibiotico. Y prepara un homogeneizado de las mismas en 2 ml de solucion
salina a 4° C en un micromezclador por 30 segundos; posteriormente, hace diluciones

seriadas de la suspension para su plaqueo y recuento.

También Baum y Barza3? en 1983, realizan el recuento bacteriano tomando un
boton de 7'5 mm de diametro de cornea mediante trepanacion después de haber aspirado el
humor acuoso vy sacrificado al animal tras 9 é 17 horas de iniciar el tratamiento. Los
botones se pesaron y homogeneizaron en un micromezclador Wheaton en un pequeiio
volumen de buffer fosfato (PBS). Las alicuotas del homogeneizado se diluyeron
seriadamente y plaquearon para determinar el recuento de colonias viables; otras alicuotas

se utilizaron para medir el contenido de antibidtico por bioanalisis por difusion en agar.

Nosotros, al igual que Davis y cols.?®2, a las 24 horas de finalizacion del tratamiento
antibiotico extrajimos las corneas y las depositamos en solucién salina que agitamos en un
vortex durante 5 minutos, con el fin de proceder al recuento de las bacterias viables

resuspendidas en el liquido de fase.
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2.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS IN VITRO
2.1.- EVALUACION DE LA CMI/CMB

Atendiendo a los resultados, destaca la gran sensibilidad que presentan los
organismos _gram _positivos a rifampicina y a los aminoglucdsidos, especialmente
gentamicina, y también la mayor sensibilidad del S. preumoniae a tiamfenicol. Y asi, junto a
otros autores que han descrito una mayor sensibilidad de los neumococos al cloranfenicol
antes que a los aminoglucosidos3. 115.146,284-288  ghgervamos también nosotros como
rifampicina seria el antibiotico de eleccion para estos organismos, seguido de gentamicina y
tobramicina para los Staphylococcus y del tiamfenicol para el S. pneumoniae. Ofloxacino
seria la tercera opcion, siendo su actividad frente a los Staphylococcus superior
(de 8 a 64 veces) al tiamfenicol, e igual a la de gentamicina para el S. pneumoniae y por
encima (el doble) de la actividad de tobramicina en este Gltimo caso, y su utilizacion se
reservaria para aquellos casos en que se observase resistencia o reacciones de

hipersensibilidad a estos antimicrobianos.

Era esperarble la resistencia mostrada por los organismos gram negativos frente a
rifampicina y tiamfenicol, aunque hemos de sefialar que frente a P. vulgaris tiamfenicol
presentd una sensibilidad intermedia. Ofloxacino resulté ser mas sensible que gentamicina
(16 veces) y tobramicina (el doble) frente a E. coli y P. vulgaris. Sin embargo, aunque
posee muy buena actividad sobre P. ageruginosa™ 7# en nuestro trabajo vemos que
tobramicina presenta una CMI mas sensible (el doble) que la observada con ofloxacino,
aunque esta sensibilidad supera en ambos casos a la de gentamicina. Y asi, ofloxacino
podria ser una buena alternativa para el tratamiento de las cada vez mas frecuentes
queratitis originadas por cepas de P. aeruginosa resistentes a gentamicina y tobramicina2$4.
También, por su mayor sensibilidad frente a Enterobacteriaceae, seria de eleccion ante la

sospecha de una queratitis por gram negativos.
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Sin embargo, Osato y cols.'!3, en un estudio que utilizé microorganismos gram
positivos y gram negativos procedentes de aislados clinicos de 0jos que presentaban
infeccion, describen sensibilidad frente a ofloxacino (CMI 90 = 2 pg/ml), encontrando
resistencia frente a los aminoglucésidos: CMI 90 = 16 pg/ml para gram positivos frente a
gentamicina y tobramicina, y CMI 90 = 8 pg/ml frente a gentamicina y CMI 90 = 16 pg/ml
frente a tobramicina para gram negativos. Asi mismo, 1os organismos gram negativos
mostraron resistencia frente al cloranfenicol (CMI 90 > 128 pg/ml), y aunque su
comportamiento frente a los organismos gram positivos fue mejor {(CMI 90 = 16 pg/ml), se

considero de sensibilidad intermedia.

Richmann!!4, en un estudio experimental en conejos, compara la actividad de los
colirios de ofloxacino, gentamicina y tobramicina al 0'3%, y encuentra que una sola dosis
de ofloxacino mantiene niveles de concentracion de antibidtico en lagrimas por encima de la
CMI 90 de organismos gram positivos y gram negativos durante 5 horas, mientras que con
gentamicina la concentracion en lagrimas fue mayor que la CMI 90 de organismos gram
positivos durante 20 minutos, y durante 2 horas frente a gram negativos. Con tobramicina,
la concentracion en lagrimas super6é la CMI 90 para organismos gram positivos y gram

negativos solo durante 10 minutos.

Borrmann!ié, en un estudio con pacientes a los que se administré una gota de
colirio de ofloxacino al 0'3% en ambos ojos cada 6 horas durante 10 dias, encontrd niveles
de antibiotico en lagrimas de 1'2 a 22'2 pug/gm durante 4 horas, y ello sugiere que existe
suficiente cantidad de antibiotico presente en la cornea durante ese tiempo que, ademas,

supera la CMI de ofloxacino para la mayoria de los patdgenos oculares.

En nuestro trabajo, ofloxacino mostrd la mejor sensibilidad de todos los
antibidticos, en general, frente a los organismos gram negativos, con una CMI que vario
entre 0'03 y 0'S pg/ml. Frente a los organismos gram positivos, presentd una CMI que
varié entre 0'S y 4 pug/ml, y que, en general, mostré una sensibilidad equiparable a la

presentada por los aminoglucosidos, superior a la de tiamfenicol, y en cualquier caso
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inferior a la gran sensibilidad que estos organismos presentan frente a rifampicina cuyas
CMI oscilaron entre 0'015 y 0'03 ng/ml. Aun asi, vemos que estas CMI de ofloxacino, se
hallan entre los rangos de concentracion de antibidtico alcanzados en las lagrimas tras la

administracion de colirio de ofloxacino, descritos por Borrmann en el apartado anterior.

2.2.- EVALUACION DEL EPA

Aunque en general se han descrito EPA intermedios y largos con quinolonas frente
a organismos gram positivos?%® 278 Fuursted y Zhanel?””. 378 describen EPA cortos de
ciprofloxacino frente a 8. faecalis y de norfloxacino y pefloxacino frente a S. aureus. En
nuestro estudio ofloxacing no presenté EPA frente S. prnewmoniae a concentraciones
iguales a la CMI, pero al aumentar la concentracion a 6'8 pg/ml (~ 2 CMI) observamos un
EPA corto, y a 10 CMI el EPA se alarg6 a casi 3 horas. Por otro lado, los Staphylococcus
exhibieron un EPA corto cuando se expusieron a concentraciones iguales a CMI y 5 CMI,

prolongandose hasta un valor intermedio a 10 CMI.

Frente a los organismos gram negativos, con quinolonas, se han descritc EPA
largos o intermedios!$3. 237.379-381  Qin embargo, nosotros a CMI obtuvimos unos resultados
muy dispares. Asi, no encontramos EPA significativo de ofloxacino frente a £. coli, aunque
observamos un EPA largo para P. vulgaris, y corto para P. aerugihosa. Al aumentar la
concentracion de antibidtico a 10 CMI observamos EPA largos para E. coli, P. vulgaris y

P. aeruginosa.

No obstante, hemos encontrado trabajos?*2 383 en los que se describen EPA cortos e
intermedios para F. coli y P. aeruginosa expuestos a concentraciones de ofloxacino iguales
a la CMI, alargandose estos tiempos de recuperacion de 1 a 3 horas con exposiciones a
2-4 CMI y con EPA maximos a concentraciones de 25, 50 y 100 CMI. También

Gobernado??® describe EPA corto para lomefloxacino frente a £. coli.
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Vemos pues, que S. preumoniae, con una sensibilidad en el limite de la resistencia
frente a ofloxacino, no presenta EPA a CMI, mientras que al aumentar la concentracion
hasta 10 CMI obtiene un EPA mayor al de los Staphylococcus, pareciendo ser ¢l EPA un
resultado mas de la cantidad de antibidtico, que de la sensibilidad expresada en funcion de
la CMI. Sin embargo, frente al P. vulgaris no encontramos un aumento significativo del

EPA, con concentraciones de mas de 100 veces la CML

No conocemos la existencia de estudios de EPA con tiamfenicol anteriores a los
nuestros. Sin embargo, en trabajos realizados con cloranfenicol Craig y Gudmundsson!®!
observan EPA intermedio en una cepa estandar de §. aureus a 4-5 CMI. Y Bundtzen y
cols.!32, con E. coli ATCC 25922, encuentran EPA significativo cerca de la CMI,
intermedio a 4-5 CMI, y EPA maximo de 3 horas a 8 CMI. También, con aislados clinicos
de E. coli y Proteus mirabilis se han descrito EPA cortos a 4 CMI'#2 y, en general, se ha
descrito EPA frente a organismos gram positivos y gram negativos cuando se ensaya a

concentraciones de 5 y 10 CMB®.

Nosotros, con tiamfenicol observamos EPA cortos, en todos los casos, al ensayar
con concentraciones iguales a la CMI. A S CMI y frente a S. epidermidis se observd
todavia un EPA corto, pero al aumentar las concentraciones de antibidtico a 10 CMI
observamos una prolongacién del EPA hasta valores intermedios, siendo los periodos de

recuperacion mas largos para S. qureus y S. pneumoniae.

Rifampicina presentd EPA corto frente a S. preumoniae a concentraciones iguales a
la CMI y este efecto se prolongd a un valor intermedio a 10 CMI. Con S. aureus -al igual
que Craig y Gudmundsson!8!- observamos EPA corto a CMI, y EPA largo a 10 CMI, que
coincide con el efecto de maximo EPA descrito por ellos para otra cepa estandar. También
Drabu y Blakemore?34 obtienen EPA largos con 4 aislados clinicos y una cepa estandar de

Staphylococcus aureus.
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Frente a S. epidermidis obtenemos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CMI,
coincidiendo también con los largos EPA informados por Schmitt y cols.3¥® obtenidos con

una cepa patogena de S. epidermidis y altas concentraciones de rifampicina.

En cuanto a los organismos gram negativos, y al igual que otros autores!®l. 182,
vemos que rifampicina a CMI origina un EPA mas largo (~ 1'S horas) frente a E. coli, que
frente a S. aureus (~ 0'9 horas), y aunque ellos describen EPA maximo de 62 horas a
8 CMI, nosotros no encontramos recuperacion de los cultivos después de 7 horas de
seguimiento con concentraciones de 4, 10 y 40 CMI, sugiriendo un EPA largo (> 4 horas)
en estos casos. No obstante, Bundtzen y cols.!®2) describen EPA intermedios y largos
(de 1'S a 3'6 horas) frente a aislados clinicos de E. coli expuestos durante | hora a

concentraciones 4 veces la CMI de rifampicina.

Con P. vulgaris observamos EPA intermedio a CMI, que coincide con los EPA
cortos e intermedios obtenidos por Bundtzen y cols.'82 con 2 cepas patogenas de Proteus
mirabilis expuestas durante 1 hora a concentraciones 4 veces la CMI de rifampicina. Frente
a P. aeruginosa encontramos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CM]I, y ello concuerda

con los EPA largos informados por Gudmundsson y cols.386.

Asi pues, rifampicina a CMI presenta los mayores EPA frente a P. aeruginosa y
S. epidermidis, y el menor EPA corresponde a S. preumoniae. A 10 CMI presenta EPA
largos en todos los casos, siendo también los EPA mas largos los correspondientes a
S. epidermidis y a P. aeruginosa. Frente a §. pneumoniae el EPA a 10 CMI fue intermedio.
Es curioso, como con valores de CMI resistentes para los organismos gram negativos, se
obtienen valores de EPA del mismo rango que los de los organismos gram positivos. En
este caso el EPA no guardaria relacion con la sensibilidad presentada a los organismos, y si

con la cantidad de antibiotico.
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Gentamicina a CMI presento EPA cortos sobre los organismos gram positivos. Sin
embargo, tobramicina a esta concentracion tuvo unos periodos de recuperacion mas largos
que dieron lugar a EPA intermedios para los Staphylococcus y todavia EPA corto para
S. pneumoniae. Nuestros resultados coinciden con los de Martinez-Brocal’®’, el cual
encuentra tiempos de EPA equiparables, al exponer durante 1 hora a S. aureus
ATCC 29213 a concentraciones de gentamicina iguales y dobles a la CMI, utilizando una
técnica de densidad Optica y otra de recuento en placa, obteniendo en ambos casos EPA

cortos a CMI e intermedios a 2 CML

También McDonald, Bundtzen y Craig? 182 388 encuentran EPA cortos tras breve
exposicion a concentraciones bajas de gentamicina sobre S. aureus, y Parker, Eagle y
Lorianl73 177. 199 describen EPA no signiﬁcativos {< 0'S horas) tras 1-2 horas de exposicion
a concentraciones séricas de aminoglucosidos frente a Staphylococcus. Sin embargo,

Mattie y Rescott20% 203 describen EPA largos con netilmicina.

Al aumentar la concentracidn de los aminoglucésidos encontramos, en algunos
casos, dificultad en la cuantificacion de las UFC. Asi, con S. pnewmoniae, concentraciones
de 10 CMI de gentamicina no permiten el recrecimiento después de 7 horas, pudiendo
decir, que el EPA serd mayor de 5 horas. Sin embargo, con 10 CMI de tobramicina
observamos una recuperacion de los cultivos entre la 6* y 7° hora de seguimiento,
resultando en un EPA largo de 3'4 horas. Cuando utilizamos un inéculo inicial bajo
(10¢ UFC/ml), nos fue imposible la cuantificacion, ya que la dilucion de los cultivos

después de una hora de exposicion al antibitico nos dejo sin indculo.

Con §. gureus a 10 CMI de gentamicina y tobramicina encontramos EPA
intermedios. Sin embargo, la gran sensibilidad presentada por S. epidermidis a la accioén de
ambos aminoglucésidos nos llevd a ensayar con concentraciones menores, y asi,
observamos EPA intermedio con 5 CMI de gentamicina y no lo pudimos evaluar con

concentraciones de 5, ni de 10 CMI de tobramicina.
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Nos llaman la atencion los resultados de Craig y Gudmundsson!8l- 182 que describen
EPA no significativo (0'3 horas) para S. aureus expuesto a 4-5 CMI de gentamicina, y
atribuyen estos resultados al gran poder bactericida del antibiotico que hace dificil la
cuantificacion, aunque con posterioridad Craig y Vogelman’, y a la par ya con otros
autores>®4. 386, 389,390 que ensayan distintos métodos de determinacion, coinciden con ellos
en un EPA maximo de 3 a 7 horas con los aminoglucésidos, en general, frente a

organismos gram positivos.

Y asi, Isaksson y cols.202, con la técnica de recuento del ATP bacteriano, describen
también EPA largos de 5 a 10 horas con Staphylococcus que habian sido expuestos a
4-8 ug/ml de gentamicina y tobramicina. S6lo en un caso, con un aislado clinico de
S. epidermidis encontraron EPA de 0'S a 2'5 horas a estas concentraciones, lo cual puede
indicar la variabilidad, en algunos casos, dependiente de cada microorganismo especifico, y

no sdlo de la especie bacteriana en general.

En cuanto a los organismos gram negativos, todos los autores!8!. 182, 202, 203, 387, 350
vienen a coincidir en los resultados, describiendo EPA no significativos y cortos a CMI,
intermedios a 4-5 CMI, largos por encima de 8 CMI y no recuperacion de los cultivos a
partir de 32 CMI para E. coli. Nosotros a CMI no encontramos EPA significativo para
E. coli ni P. vulgaris con ninguno de los dos aminoglucésidos. Sin embargo, al aumentar
las concentraciones de antibidtico a 10 CMI, encontramos EPA intermedio para
gentamicina y tobramicina frente a E. coli. Con P. vulgaris observamos también EPA
intermedio con gentamicina, pero no encontramos EPA con tobramicina. Sélo

Gobernado??® describe EPA intermedios de gentamicina frente a P. mirabilis.

Frente a P. aeruginosa se han descrito EPA un poco mas largos!8!- 182. 202, 387, 391
Asi, EPA cortos e intermedios se han informado a CMI, intermedios y largos a partir de
2-4 CMI y no recuperacion de los cultivos a partir de 16 CMI. Nosotros a CMI obtuvimos
EPA corto para tobramicina e intermedio con gentamicina. También aqui, observamos una

buena correlacion entre el EPA y la cantidad de antibiético, y asi, aunque tobramicina
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presenta una CMI mas sensible, 4 veces la de gentamicina, el EPA es menor, y ello se
atribuye a la concentracion de antibidtico y no a la sensibilidad al mismo. A 10 CMI
obtenemos EPA largos con ambos aminoglucosidos, mas para gentamicina (~ 5 horas) que
para tobramicina (~ 3 horas) y ello es también un claro efecto atribuible a la cantidad de

antibidtico como acabamos de sefialar.

En general, y coincidiendo con Craig y Vogelman® y  demas
autores!?3. 194. 202, 233, 391393 pnodemos hablar de EPA méaximo, de 2 a 7 horas, para los

aminoglucosidos frente a organismos gram negativos. Por otro lado, Nilsson?¥4, con la

técnica del ATP bacteriano y tras la exposicion de aislados clinicos y cepas de coleccion
(E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853) por una hora a altas concentraciones

de antibidtico y con una dilucion de 103, obtiene también EPA de 3 a 7 horas.

Observamos que para todas las combinaciones de antibiotico/microorganismo, al
aumentar las concentraciones de los antibidticos aumenta el EPA, siendo pues, la existencia
de EPA una funcion mas dependiente de la concentracion de antibidtico que de la
sensibilidad del microorganismo al antibiético, aunque en ocasiones vemos que si existe una
relacion directa entre la CMI mas sensible y el EPA, como por ejemplo es el caso de
rifampicina a 10 CMI frente a los Staphylococcus. Sin embargo, S. pneumoniae muestra los
mayores EPA a 10 CMI de ofloxacino, gentamicina y tobramicina, aunque frente a ellos
presente una CMI en el limite de la resistencia en los dos primeros casos y resistente en el
tercero. También E. coli, P. vulgaris y P. aeruginosa con una CMI resistente a rifampicina
presentan los mas largos EPA a CMI y 10 CMI, abonando la hipdtesis de que el EPA sea

aqui una funcién mas de la cantidad de antibiético que de la sensibilidad al mismo.
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3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS IN VIVQ
3.1.- EVALUACION CLINICA

En ambos experimentos hay una clara diferencia entre los grupos que no recibieron
tratamiento antibidtico y los que si lo hicieron, y ello se evidencié no sélo en la rapida y
grave evolucion de la infeccion comeal en los grupos no tratados, sino también en las

secuelas que se derivaron de ella, ya que todos estos ojos evolucionaron a la ptisis bulbi.

En el primer estudio no se encontraron diferencias significativas entre los dos
grupos de profilaxis y los dos grupos de tratamiento considerados dos a dos en cuanto a la
patogenicidad de los organismos inoculados. En general la afectacion de los parametros
corneales y conjuntivales fue mayor en los grupos de tratamiento en la primera semana que

en los grupos de profilaxis, y no hubo afectacion uveal en ningun grupo.

Asi pues, si comparamos los resultados entre los grupos de profilaxis no
encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por S. pneumoniae y los
infectados por P. vulgaris que recibieron profilaxis con ofloxacino, pero si las hallamos si
los comparamos con los conejos de control que no recibieron tratamiento y vemos que en
los grupos de profilaxis con ofloxacino los leucomas -si existieron- eran poco importantes y
no habia neovasos, al contrario de lo que ocurria en los grupos control donde la tlcera
permanecio abierta junto a una gran reaccion corneal, con un edema y leucoma que impidio
visualizar la camara anterior para ver la afectacion uveal y una neovascularizacion que
afectd a mas de dos cuadrantes, junto a una gran reactividad conjuntival que parecid

mejorar al final de la segunda semana.

No observamos diferencias significativas entre los dos grupos de profilaxis con
ofloxacino pudiendo decir que la afectacion corneal y conjuntival son superpuestas. Si bien
en los tres primeros dias el edema y la dlcera fueron un poco mayores en el caso del

P. vulgaris, en ambos, la afectacion corneal tendié a disminuir a partir del séptimo dia, y en
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¢l decimoquinto no encontramos ni ulcera, ni deformidad corneal y sélo en algunos casos
persistid un leve leucoma residual. En cuanto a la afectacion conjuntival, aunque en el
grupo infectado por P. vulgaris quedé una leve hiperemia conjuntival en algin caso, en el
grupo infectado por S. prneumoniae todos los parametros conjuntivales eran normales en

todos los casos al final del estudio.

Tampoco Zato y cols.?’®, en estudios previos con ofloxacino en la queratitis
experimental en conejos, encuentran diferencias en la evolucion clinica entre los conejos
infectados por S. aureus y los infectados por P. aeruginosa que recibieron profilaxis con
ofloxacino, pero, al igual que nosotros, si las encontraron al comparar estos con los conejos

que no recibieron tratamiento.

Lo mismo ocurre al comparar los resultados entre los grupos de tratamiento, donde
no encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por S. prneumoniae y
los infectados por P. vuigaris que recibieron tratamiento con ofloxacino, pero si las
hallamos si los comparamos con los conejos de control que no han recibido tratamiento y
vemos que en los grupos de tratamiento con ofloxacino persiste un edema leve en algin
caso, junto a un leucoma residual y neovascularizacién leves al final del estudio en todos

los casos, y muy lejos de lo que sucede en los grupos de control.

Tampoco encontramos diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento

con ofloxacino, pudiendo decir que tanto la afectaciéon corneal como la conjuntival se
superponen cualquiera que sea el microorganismo causante de la infeccidon. Si bien el
edema y la tlcera corneal son mas importantes en los tres primeros dias en el caso del
S. pneumoniae, tienden a disminuir, en ambos, a partir del séptimo dia. En todos los casos
se observo persistencia de un leucoma leve y neovascularizacion al final del estudio, aunque
la tlcera y la deformidad corneal desaparecieron. En cuanto a la afectacién conjuntival, se
normalizé en todos los casos al final del tratamiento, y s6lo en un caso se observa leve

hiperemia conjuntival en el grupo infectado por P. vulgaris.
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Iguaimente, Zato y cols.2®, en el estudio resefiado anteriormente, encuentran una
clara diferencia entre los conejos no tratados y los que recibieron tratamiento con
ofloxacino a las 24 horas de producir la infeccion. También aqui encontramos una
evolucion hacia la ptisis bulbi en los ojos no tratados, mientras que en los que recibieron
tratamiento la lcera cerrd en todos los casos y, en general, los signos clinicos mejoraron al
final de la segunda semana. No obstante, la afectacion fue mas leve para el grupo infectado
por 8. aureus que para el grupo infectado con P. aeruginosa, donde en el decimoquinto dia
se observa mayor leucoma residual junto a persistencia de neovasos y ligero edema y
deformidad corneales, atribuyéndose e¢llo a la mayor patogenicidad de dicho
microorganismo y también a la menor sensibilidad al antibidtico (CMI 90 = 0'5 pug/ml para

S. aureus y CMI 90 = 2 pug/ml para P. aeruginosa).

Al evaluar los grupos de profilaxis y tratamiento de un mismo_microorganismo

vemos que existen diferencias significativas en algunos parametros. Asi, la presencia de

neovasos y leucomas es menor en los grupos en los que se administra ofloxacino de forma
profilactica que en los grupos que inician el tratamiento a las 24 horas de provocada la
infeccion. Y ello resalta la importancia que tiene la profilaxis antibiotica en este tipo de
infecciones donde el curso evolutivo y la gravedad de las lesiones depende, en gran medida,

de la rapidez en que se instaura el tratamiento antibiético adecuado!3: 57. 38,249,

En nuestro estudio, ofloxacino mostrd una eficacia al menos srimi]ar en la profilaxis
y tratamiento de las ulceras corneales provocadas por S. pneumoniae y P. vulgaris, ya que
en ningun caso en los que se instaurd tratamiento los ojos evolucionaron a la ptisis bulbi,
mientras que si lo hicieron todos los ojos utilizados de control que no recibieron
tratamiento, mostrando pues, su efectividad, y justificando, de este modo, su empleo en la

profilaxis y tratamiento de esta clase de queratitis.

El segundo estudio puso de manifiesto, también, una gran diferencia en el caso de la

evaluacion clinica entre los conejos tratados con placebo y los tratados con farmaco activo,
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pero no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los dos antibioticos

utilizados.

Si comparamos los resultados entre los grupos de profilaxis no surgen diferencias
estadisticamente significativas entre los conejos tratados con tiamfenicol y los tratados con
tobramicina, mientras que si s¢ aprecian al comparar de forma aisiada cualquiera de los dos
grupos con los que recibieron placebo (p < 0'05 a p < 0'001; segin ¢l parametro clinico

evaluado).

Asi, aunque todos los parametros referidos a cornea, (vea anterior y conjuntiva
mejoraron ostensiblemente en los dos grupos tratados con farmacos activos y al final solo
quedd un leucoma residual de 2-4 mm de diametro junto a una neovascularizacion que no
afectd a dos cuadrantes. Pareci¢ existir una mayor afectacion corneal para el grupo de
profilaxis con tobramicina entre el tercero y séptimo dia, no obstante estar ya cicatrizadas
las Ulceras. Encontramos también una reaccion uveal leve junto con una afectacion
conjuntival entre moderada e intensa en el tercer dia. Mientras que en el grupo de profilaxis
con tiamfenicol no todas las Ulceras habian cicatrizado en el séptimo dia, no existié apenas
reaccion uveal y la afectacion conjuntival fue entre leve y moderada. No obstante, en
ambos grupos se inicio la mejoria a partir del séptimo dia y en el decimoquinto todos los
parametros conjuntivales se habian normalizado. Sin embargo, en el grupo de profilaxis con
placebo se observé que los parametros de afectacion corneal empeoraban a lo largo del
experimento, permaneciendo la tlcera abierta junto a una importante reaccion corneal con
un edema y leucoma que no permitian valorar la alteracion uveal. Asimismo, hubo una gran

reactividad conjuntival que parecid mejorar al final del estudio.

Al comparar los resultados entre los grupos de tratamiento tampoco encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los conejos tratados con tiamifenicol y los
tratados con tobramicina, y si las apreciamos al comparar de forma aislada cualquiera de los
dos grupos con los que recibieron tratamiento con placebo. Y asi, las mayores diferencias

se hallaron en la afectacion corneal (p < 0'005 a p < 0'001; segun ¢l parametro clinico
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evaluado), y en la hiperemia conjuntival (p < 0'005), para ambos antibioticos, y para

tobramicina comparada con placebo, en el caso de la secrecion conjuntival (p < 0'001).

Vemos pues, que los parametros de afectacion coreal en el grupo de tratamiento
con placebo empeoran de forma considerable a lo largo del estudio, manteniéndose la
Ulcera abierta en todos los casos. Los parametros uveales no se pudieron evaluar debido a
la opacidad de los medios y la afectacion conjuntival fue de intensa a moderada. Sin
embargo, en los grupos de tratamiento con tiamfenicol y tobramicina la evolucion fue
mucho mejor, y aunque el edema persistio en forma leve al final de la segunda semana en
ambos grupos por igual, los leucomas y la neovascularizacion residual parecieron afectar
mas en el grupo del tiamfenicol que en de los tratados con tobramicina. En cuanto a las
ulceras, en el grupo de tobramicina han cicatrizado en todos los casos en el séptimo dia,
mientras que en el grupo del tiamfenicol todavia se observa alguna pequefia ulcera
(< 2 mm), pero todas han cicatrizado al final del estudio. Apenas existe afectacion uveal en
los dos grupos de tratamiento con antibidtico y la afectacion conjuntival se superpone en
ambos grupos con una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e intensa en los
primeros dias, que se normalizé al final del estudio en todos los casos, quedando tan sélo

una pequeiia secrecion en algln caso.

Por ultimo, al evaluar los grupos de profilaxis y tratamiento de un mismo antibiotico

hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas (p < 0'05) en algunos
parametros (edema corneal), tanto en el caso del tiamfenicol como en el de la tobramicina,
lo cual no hace mas que afianzar la idea de la importancia que tiene en las queratitis

bacterianas la instauracion de un tratamiento antibiético lo antes posible3?5,

Por tanto, los dos antibidticos demostraron su eficacia en la profilaxis y tratamiento
de las alceras corneales provocadas por §. preumoniae, ya que solo en los casos en los que
se utilizd placebo los ojos evolucionaron a la ptisis bulbi. De lo que se deduce que al
menos para las queratitis provocadas por S. preumoniae ambos antimicrobianos presentan

una actividad antibacteriana in vivo similar.
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Aunque los dos estudios se realizaron en dos épocas distintas en el tiempo, la
metodologia utilizada y 1a pauta de tratamiento que se siguio tanto en los grupos en los que
se utilizo el antibiotico de forma profilictica como en los que se instaurd el tratamiento una
vez que la dlcera fue provocada, en el caso del S. preumoniae nos permitié realizar una

aproximacion comparativa de la actividad de los antimicrobianos utilizados en este modelo.

Y asi, en los grupos de profilaxis antibidtica vemos que existié menor afectacion
corneal en los ojos tratados con ofloxacino a lo largo de las dos semanas, mientras que la
afectacidn parecid superpuesta en los ojos tratados con tiamfenicol y tobramicina, aunque
en el séptimo dia parecio apreciarse una mayor afectacion en los grupos de tratamiento con
tobramicina. Al final, en estos dos grupos pudimos observar leucomas residuales y
neovascularizacion entre leves y moderados, mientras que en el caso de ofloxacino, si

existieron, fueron muy leves.

No encontramos reaccion uveal en ningin momento en los grupos de profilaxis con
ofloxacino y tiamfenicol, pero si existi una leve reaccion uveal en el grupo de tobramicina
en los tres primeros dias. En cuanto a la afectacion conjuntival, vemos que en el tercer dia
existid mayor afectacion, en general, para el grupo de tobramicina, seguido de tiamfenicol,
siendo los ojos correspondientes al grupo tratado con ofloxacino los que presentaron
menor afectacion. Sin embargo, la afectacion parecié superponerse en los tres grupos desde
el séptimo dia y hasta el decimoquinto, en el que todos los p-arémetros se habian

normalizado en todos los grupos.

Asi pues, aunque no encontramos diferencias significativas entre los tres
antibidticos, podemos decir que ofloxacino se comportd un poco mejor que los otros dos,
va que aunque en todos los casos la uicera se cerrd, la evolucion desde el primer dia fue
algo mas leve con ofloxacino que con tiamfenicol y tobramicina y, ademas, las lesiones
residuales -cuando existieron- fueron mucho menores. Por otro lado, aunque los resultados
finales se superponen en el caso del tiamfenicol y en el de tobramicina, en la primera

semana parectd existir una mayor afectacion en los ojos tratados con tobramicina.
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En cuanto a los grupos de tratamiento antibidtico vemos que aunque en los tres
primeros dias parecid existir menor afectacién corneal en el grupo de tobramicina y mayor
en el de ofloxacino, en el séptimo dia fue mas manifiesta en el grupo de tiamfenicol y se
superpuso en los otros dos. Al final de la segunda semana la afectacion fue similar en los
tres grupos, encontrando leucomas y neovascularizacion residual quizas mas notable en el
grupo del tiamfenicol. El edema corneal -leve en los grupos de tiamfenicol y tobramicina-

apenas existe en el grupo de ofloxacino.

La reaccién uveal fue minima para los grupos de tiamfenicol y tobramicina, y no
existio para ofloxacino. La afectacion conjuntival se superpuso en los tres grupos durante
todo el periodo de estudio, si bien en los grupos de tiamfenicol y tobramicina queda alguna
pequefia secrecion en algun caso, en el grupo de ofloxacino todos los parametros son

normales al final del estudio.

Tampoco aqui encontramos diferencias significativas entre los tres antibioticos.
Aunque, el edema corneal fue menor al final del tratamiento en el grupo de ofloxacino,

todas las Glceras cerraron al final del tratamiento.

Todo ello no hace mas que poner de manifiesto la efectividad -al menos similar- de
los tres antibiéticos, en la profilaxis y tratamiento de las ulceras corneales provocadas por

S. pneumoniae.

No hemos encontrado estudios que detallen con tanta precision como nosotros la
evolucidn de los sintomas a lo largo del tratamiento. En general, los autores describen si
existe mejoria con el tratamiento y en qué porcentaje. Solo Fernandez Vigo’! utiliza

también una tabla semiografica para valorar las lesiones.

Mitsui y cols?%, en varios estudios realizados en Japon con pacientes que
presentaban infecciones bacterianas externas del ojo, entre las que se incluian queratitis,

Ulceras corneales y abscesos corneales, describieron una efectividad de buena a mejor en el
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93% de los casos, con una disminucion significativa de los signos clinicos y sintomas de
infeccion, asi como erradicacion de los organismos en la mayoria de los casos tratados con
una solucion topica de ofloxacino al 0'3% instilando una gota cada ocho horas, y sélo en un

7% el resultado se evalué como pobre.

3.2.- EVALUACION MICROBIOLOGICA Y ANATOMOPATOLOGICA

En el primero de los estudios vemos que existe una buena concordancia
climca/microbiologica en los grupos que recibieron profilaxis y tratamiento antibiético con

ofloxacino, pero no en el grupo que no recibi6 tratamiento.

Y asi, junto a una menor afectacion clinica en el grupo de profilaxis observamos una

negativizacion de los cultivos durante todo el experimento.

En el grupo de tratamiento la mayor afectacién en los primeros dias coincide con
una positividad de los cultivos en el tercer dia del 33'3% para S. pneumoniae y del 50%
para P. vulgaris. En el séptimo dia, la positividad de los cultivos se mantiene en un 16'6%
de los casos en las cOrneas infectadas por P. vulgaris, y ello se correlacioné bien con la
mayor agresividad de los signos clinicos provocados. En el decimoquinto dia, ia

negativizacion de los cultivos coincide con la cicatrizacion de las Glceras.

Sin embargo, pudimos observar una discrepancia clinica/microbiolégica en el grupo
de control. Y asi, aunque todos los ojos de los conejos que no recibieron tratamiento
evolucionaron a la ptisis bulbi, los cultivos de los raspados corneales sufrieron un proceso
de negativizacion a lo largo de las dos semanas del ensayo, y de una positividad del
66'6-100% en el tercer dia, se paso al 33'3% al final de la primera semana y a un 0% a los

15 dias.
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Y aunque otros autores?’é- 3¢° han descrito resolucion espontanea en la mayoria de
los modelos experimentales de infeccion ocular, en contraste con la experiencia en
humanos, esto no ocurrid en nuestro caso. Y nos llevo a realizar en el segundo experimento
un estudio anatomopatoldgico de uno de los ojos del grupo placebo, elegido al azar, asi
como, también, un recuento de las bacterias en la cOmea extraida a las 24 h de finalizar el

ensayo, con el fin de evaluar la accion de los antibioticos.

En el segundo experimento, aunque desde el punto de vista clinico no encontramos
diferencias significativas en la evolucidn de la infeccion corneal entre ninguno de los dos
antibioticos utilizados (tobramicina y tiamfenicol), si las hubo en el resuitado de los cultivos

corneales.

Asi, mientras los cultivos procedentes de los 0jos que recibieron profilaxis
antibiotica fueron negativos durante todo el experimento en el caso de la utilizacion de
tobramicina, se registro una positividad del 83'3% en el tercer dia para los que recibieron

tiamfenicol, aunque desde el séptimo dia los cultivos fueron negativos en ambos grupos.

También en los cultivos procedentes de los grupos de tratamiento antibidtico se
registré una mayor positividad en el tercer dia para los tratados con tiamfenicol que para
los que recibieron tobramicina (33'3% frente a un 16'6%). No obstante, a partir del séptimo
dia todos los cultivos se negativizaron en ambos grupos, estando ello en consonancia con la

mejoria de los signos clinicos que se observaron en la segunda semana.

En cuanto a los cultivos procedentes de las corneas del grupo de profilaxis con
placebo, y al igual que en el primer estudio, observamos que eran positivos en un 66'6% de
los casos en el tercer dia, pero negativos desde la primera semana y hasta el final del

experimento.

Sin embargo, una positividad del 16'6% se mantuvo durante las dos semanas que

durd el experimento en el grupo de tratamiento con placebo, poniendo de manifiesto el
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mantenimiento del proceso infeccioso y en buena correlacion con la impresion clinica y el
estudio anatomopatologico que nos mostrd la gravedad de los procesos inflamatorios
desencadenados por la infeccion bacteriana, que ocasionaron la destruccion del globo
ocular. De hecho, un conejo perteneciente al grupo de profilaxis con placebo y otro
perteneciente al grupo de tratamiento con placebo muriéron antes de finalizar el estudio,

presumiblemente por diseminacion de la infeccion.

También Zato y cols.2” describen en un ensayo con ofloxacino en el tratamiento de
la queratitis por S. aureus y P. aeruginosa, una positividad del 40% en el tercer dia y
negativizacion del 100% a partir del 7° dia en los cultivos en el caso de la utilizacion
profilactica del antibiotico, mientras que cuando se instaura el tratamiento a las 24 horas de
la infeccion los cultivos son positivos en un 40% en el 7° dia y solo a los 15 dias son

negativos al 100%.

Por otro lado, Mitsui y cols.3% en un estudio con pacientes con infecciones del
polo anterior del ojo que fueron tratados con una gota de colirio de ofloxacino al 0'3%
cada ocho horas, describen negativizacion de los cultivos entre el 4° y 7° dia, unido a una
mejoria de los sintomas, en general, a partir del séptimo dia. Encontrando pues una buena
correlacion clinica/microbiolégica en el tratamiento de este tipo de infecciones entre las que

se incluia la ulcera corneal bacteriana.

Hirose y cols.3?7 describen el éxito de un tratamiento topico con ofloxacino en el
caso de un paciente que presentaba queratitis superficial con ulceras corneales severas en
ambos ojos originadas por P. aeruginosa, no aislandose bacterias desde el dia siguiente a la
instauracion del tratamiento y asocidndose también a una desaparicion rapida del exudado

purulento.

En cuanto a la técnica empleada para el recuento de bacterias en la cornea extraida
a las 24 horas de finalizar el tratamiento?82, encontramos_que solo en 4 corneas de un total

de 33 aislamos bacterias, y estos casos correspondieron a grupos de ojos en los que se
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realizd profilaxis antibidtica {2 con tobramicina y 2 con tiamfenicol), siendo todos los casos
en los que se instild placebo y tratamiento antibidtico negativos en cuanto al aislamiento

microbiologico de bacterias al final del experimento.

El hecho de que en el primer experimento observasemos una negativizacion
uniforme de los cultivos de las corneas que no recibieron tratamiento independientemente
de la bacteria que se ensayase y que en el segundo experimento no se hallase aislamiento
bactenano desde ninguna de las corneas extraidas correspondientes a los grupos que
recibieron placebo, junto a unos cultivos en el decimoquinto dia no homogéneos en cuanto
a la negativizacion, nos hizo pensar por un lado, que es posible que el medio ambiente de
inflamacion y destruccion celular existente en el ojo infectado y no tratado sea inadecuado
para que la bacteria sobreviva por falta de elementos nutntivos y por ello su aislamiento sea

dificil de valorar.

Y por otro lado, nos llevo también a pensar que quizas fuese necesario mejorar la
técnica con un homogeneizado de la cornea extraida, con el fin de evitar errores
correspondientes a la permanencia de bacterias firmemente adhendas al tejido corneal y por
tanto imposibles de cuantificar desde la agitacion y dilucion seriada de la solucién salina en

la que las depositamos tras su extraccion.

Sin embargo, Kupfermanl®?, en un modelo experimental en conejos con UC por
P. aeruginosa, al realizar un homogeneizado en solucion salina de las corneas extraidas una
hora después de finalizada la instilacién antibiotica, encuentra resultados variables en
funcidon de los antibidticos que ensaya y la dosis empleada, y asi, en algunos casos,
encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos que han recibido antibiotico, que en
0jos que no lo han recibido. Por ejemplo, no hubo diferencias entre el nimero de UFC de

las corneas tratadas con neomicina y los controles.

También, Davis?®2, en un modelo experimental en cobayas y conejos con UC por

P. aeruginosa, describe resultados variables en funcion de la via de administracion de los
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farmacos, y asi, en algunos, casos encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos
que han recibido tratamiento antibidtico con tobramicina, que en ojos que han recibido
placebo con CINa 0'15 M. No obstante, el tratamiento tOpico con tobramicina siempre
resulté mejor -en cuanto al nimero de UFC- en las corneas tratadas con el antibidtico que

en las tratadas con placebo.

Vemos pues, que no existe uniformidad en los resultados de los cuitivos de los ojos
que no reciben tratamiento, y quizas sea debido mas al dafio irreversible que la infeccién
provoca, y que imposibilita el crecimiento bacteriano por la destruccion celular y
microambiental del ojo una vez la infeccion se ha establecido, que a la técnica de recuento

empleada.
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4.- SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL EPA Y SU INFLUENCIA EN LA
DOSIFICACION __DE__LOS _ANTIMICROBIANOS _EN _UN___ENSAYQ
EXPERIMENTAL

Podria esperarse que el EPA tuviera una primera aplicacion sobre las pautas de
administracion de los antibioticos. Asi, combinaciones de antimicrobiano/microorganismo
que no muestren EPA significativo requeririan dosificaciones que mantuvieran
continuamente niveles mayores a la CMI, mientras que aquellas combinaciones con EPA
prolongado permitirian, con dosificacion intermitente, que los niveles de antibiotico en
suero y tejidos cayeran por debajo de la CMI durante un intervalo de tiempo considerable

sin permitir el recrecimiento bacteriano y la pérdida de eficacia del antimicrobiano.

Los antibidticos actiian sobre los microorganismos inhibiendo su crecimiento y/o
provocando la muerte celular. Su rango de accion va progresivamente desde la produccion
de alteraciones bioquimicas y morfolégicas a la destruccion de las estructuras celulares
esenciales de la bacteria que llevan a la inhibicion del crecimiento y finalmente muerte de

los organismos!?.

Si un agente antimicrobiano produce una pérdida rapida de la viabilidad celular
{maximo 1-2 horas) en la poblacion a la cual se expone se considera bactericida, pero si la
poblacion expuesta mantiene una meseta de viabilidad respecto al rtiempo se considera
bacteriostatico’®®, Numerosas experiencias clinicas han probado que puede no ser necesario
mantener niveles de farmacos continuamente bactericidas en sangre o fluidos tisulares para

conseguir un efecto terapéutico.

Asi, la investigacion de varias pautas de administracion de penicilina G 178, 215, 399-408
sugirid6 que muchas infecciones podrian tratarse, adecuadamente, con antibioterapia
intermitente. En la fiebre escarlatina se llegd a la conclusion de que mientras el farmaco se
detectaba en la sangre por 6 horas al dia, desde el punto de vista clinico y bacteriolégico se

obtenia la curacidon®® 410 El éxito del tratamiento intermitente en estos estudios en
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animales y en humanos se atribuyd, al menos en parte, al EPA. Y ello se ha visto en otros

tipos de infeccion, incluyendo queratitis bacterianas.

Los estudios de cinética de la actividad bactericida con respecto a la concentracion
han puesto de manifiesto que existen diversas categorias de antibidticos que también
quedan reflejadas en el EPA. Y ello se observa en nuestro estudio donde ofloxacino,
tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina muestran que con las concentraciones
ensayadas frente a estos organismos, incrementos en la concentracidn causan un aumento

en la prolongacion del EPA in vitro.

La respuesta al dafio inducido al ADN por las 4-Quinolonas es multifacética y
especie-dependiente®!!. Las quinolonas inhiben la ADN-gyrasa bacteriana y el efecto

principal de esta inhibicién esta en la replicacién y transcripcion del ADN.

Ofloxacino, con una accidn bactericida que aumenta con la concentracion hasta
alcanzar un maximo a partir del cual la accion bactericida disminuye316. 412 (esto es lo que se
llama efecto paradodjico), muestra EPA cortos que se prolongan al aumentar las
concentraciones de antibidtico hasta un maximo en el cual, pese a multiplcar las
concentraciones, no se consigue aumentar el EPA, como vemos ocurre en el caso de

Proteus vulgaris a 6'8 pg/ml.

El EPA alude a la inhibicion continua de la division celular en términos de recuentos
siguientes a la exposicion transitoria a un antibiotico. Guan y cols.*!* han demostrado que
las células tratadas con quinolonas no tienen una recuperacion completa en el tiempo en
que el EPA clasicamente definido ha terminado, y sugieren que la sintesis de ADN por
unidad de célula proporcionaria una medida exacta del tiempo requerido por las células

tratadas con quinolonas para recuperarse totalmente.

Tiamfenicol, aun teniendo una actividad fundamentalmente bacteriostatica, muestra

un incremento del EPA al aumentar las concentraciones, mas para Organismos gram
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positivos que para gram negativos, y ello podria relacionarse con la mayor sensibilidad

antibiotica frente a los primeros.

Rifampicina, con accién bactericida sobre los organismos en fase de crecimiento,
incrementa su actividad al aumentar las concentraciones de antibiotico. Asimismo los EPA
se prolongan con los incrementos en la concentracion hasta un maximo en el que pese a

multiplicar las concentraciones de antibidtico, no se consigue aumentar el EPA.

Gentamicina y tobramicina, con un marcado efecto bactericida dependiente de la
concentracion, producen in vitro un incremento del EPA cuando aumentamos su
concentracion. La cantidad de farmaco, mas que la frecuencia de administracion determina
su eficacia. Ademas, altos picos pueden reducir la aparicion de resistencia, y una sola dosis

al dia puede disminuir la toxicidad renal y ética.

La presencia de un EPA prolongado sugiere que el antibidtico podria ser
administrado con menor frecuencia que lo que se sugiere por su vida media. Si hay EPA in
vivo, los niveles del antibidtico en el tejido de infeccion pueden disminuir bajo la CMI sin

recrecimiento bacteriano en la ultima parte del intervalo de dosis.

Incluso en estudios recientes de dosificaciéon in vivo se ha mostrado que para
algunos antibioticos es posible calcular el intervalo de dosificacion éptimo por la suma del
tiempo sobre la CMI y la duracion del EPA. Se sabe que el EPA esta relacionado con el
AUC de la concentracion del antibittico y el tiempo de exposicion. Y autores como
Turnidge*!4 han desarrollado una formula matematica que nos da el intervalo ptimo de
dosis conociendo:

1) los parametros farmacologicos del antibidtico y la dosis;

2) la CM1 de los organismos y

3) la relacion entre el AUC y el EPA para cada combinacion de

antimicrobiano/microorganismo.
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La efectividad de las pautas de administracion de los antibidticos se ve influenciada
en gran medida por los efectos que las concentraciones de los antibidticos tienen en el lugar
de infeccion sobre la poblacion bacteriana dindmica tras una soéla dosis y los efectos
acumulativos de dosis maltiples intermitentes. Y estos efectos farmacologicos envuelven,
por un lado, a la tasa de accion bactericida y a la extension de la supresion del crecimiento
de las bacterias en los tejidos y, por otro, al EPA%15. §i bien las concentraciones alcanzadas
son, obviamente, una funcion de la cantidad de droga administrada, también dependen de

las caracteristicas farmacocinéticas de cada antibidtico?s?2,

Nuestro estudio con ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina
muestra que incrementos en la concentracidn causan un aumento en la prolongacion del
EPA in vitro. Y ello esta en consonancia con los resultados de otros investigadores del
EPA tanto in vitro como in vivo*!s, cuya primera aplicacion clinica ha sido la dosis tnica

con aminoglucésidos*!?.

La observacion experimental ha sugerido que la efectividad de los tratamientos
tOpicos antibacterianos frente a las queratitis bacterianas se incrementa por intervalos
cortos de dosificaciéon!é?. Con gentamicina y ofloxacino por via topica se ha visto que
pautas que usan dosis de carga seguidas producen concentraciones en cornea y en humor
acuoso mas altas que pautas con dosis aisladas. Sin embargo, otros factores que las
técnicas de dosificacion pueden afectar a los niveles de farmacos alcaniados en los ojos tras

la administracion de agentes antimicrobianos?!8.

Con norfloxacino se ha visto que una dosis cada 8 horas de colirio al 0'3% era
ligeramente superior en eficacia clinica a una dosis cada 12 horas y también superior a la
instilacion de un aminoglucdsido cada 6 horas en el tratamiento de infecciones profundas
de los ojos como dacriocistitis y Ulcera corneal. Sin embargo, en las infecciones
superficiales, la administracion cada 12 horas puede ser suficiente para curar la infeccion,

evitando de esta forma a los pacientes el tener que llevar el frasco de colirio durante el dia.
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Los niveles de antimicrobiano dependeran de la concentracion de la preparacion
antibiotica y del régimen de dosificacion empleado. Se ha visto que aumentando las
concentraciones del colirio aumentan los niveles de antibiodtico en lagrimas, comjuntiva,
cOmea e incluso suero!3 419 Multiples aplicaciones incrementan estos niveles en la pelicula
lagrimal preocular y comeal con cada secuencia de aplicacion. Y asi, en estudios
experimentales de queratitis por P. aeruginosa en hamster se ha sugerido que un aumento
en la concentracion de antibiotico sobre los comercialmente disponibles resulta mas
efectivo en el tratamiento topico con agentes antibacterianos. Parece razonable, pues,

asumir que reduciendo el intervalo entre dosis se alcancen mejores resultados!6?- 2%6. 257,

Si la efectividad del tratamento topico se basa en la obtencion de concentraciones
superiores a la CMI de cada cepa bacteriana especifica en la region precorneal y en el
mantenimiento de esos niveles entre dosis. Cabe suponer, por tanto, que con las dosis que
se utilizan habitualmente en la clinica diana la efectividad de estos antibiéticos serd mucho

mayor.

Sin embargo, si un agente es relativamente no toxico -de modo que una
concentracion varias veces superior a la terapéutica para el tratamiento puede ser bien
tolerada- es posible aplicar una estrategia de dosis maxima, y el intervalo entre dosis puede

ser mucho mas prolongado que la vida media.

Por los resultados in vitro frente a las dos cet)as ensayadas, se sugiere que la
dosificacion de ofloxacino frente a P. vulgaris podria ser mas espaciada que frente a
S. pneumoniae, ¢! cual requeriria una dosificacion mayor y mas frecuente que el primero.
No obstante, -para el S. pneumoniae- el tiamfenicol, ejerceria una actividad antibacteriana

al menos similar a la de ofloxacino y tobramicina, con menor cantidad de antibiético.

Los cultivos negativos durante todo ¢l tiempo del estudio en los dos grupos de
profilaxis con ofloxacino y en el de tobramicina, junto a los cultivos negativos desde la

primera semana en el grupo de profilaxis con tiamfenicol y en los grupos de tratamiento de
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los tres antibidticos y la mejoria de los signos clinicos de infeccion, con menores secuelas y
afectacion en los grupos de profilaxis, nos indica que el tratamiento antibidtico resultd
eficaz para erradicar las bacterias de la coérmea y que solo en algunos casos deberia
prolongarse por unos dias mas o bien aumentar la concentracion o frecuencia de

administracion para su total erradicacion.

Vemos también, que la profilaxis y tratamiento con ofloxacino es mejor que la
ausencia de tratamiento frente a la Glcera corneal experimental debida a P. vulgaris y tan
efectivo como tobramicina o tiamfenicol en la profilaxis y tratamiento de la ticera corneal

bacteriana experimental debida a §. preumoniae.

En nuestro estudio, la dosis utilizada de 2 gotas cada 8 horas fue suficiente para
mantener una supresion del crecimiento bacteriano en el intervalo entre dosis, asi como una
concentracion en las lagrimas terapéuticamente eficaz, como se desprende de los resultados

obtenidos.

Por tanto ofloxacino, por su buena distribucion intraocular y corneal, su fuerte
actividad bactericida a bajas concentraciones y el EPA significativo frente a bacterias gram
positivas y gram negativas (incluida P. aeruginosa) es un antibidtico que tiene efectividad
en este tipo de infecciones, al menos similar a tiamfenicol, rifampicina y aminoglucoésidos y
puede tener una duracion mayor de accion terapéutica en las superficies externas de los

0jos que estos!14,

Por otro lado, su buena tolerabilidad sistémica -y local, junto a sus propiedades
farmacocinéticas y la no evidencia de efectos secundarios o toxicidad a nivel ocular como
se ha visto en distintos estudios en pacientes con infecciones bacterianas externas del ojo
durante el tratamiento con ofloxacino topico al 0'3% instilado cada 8 horas**%, lo hacen
interesante en colirio para el tratamiento de las enfermedades infecciosas del polo

anterior’3?.
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No obstante, antes de que ninguna pauta nueva de tratamiento basada en
parametros farmacodinamicos tales como el EPA pueda ser propugnada, los ensayos
clinicos prospectivos deben haber demostrado una mejora en la eficacia y una menor
toxicidad o mantener resultados similares a menor precio respecto de las pautas aceptadas
en la practica médica comun. Sin embargo, se necesitan mas estudios en animales y ensayos
clinicos humanos para verificar estas observaciones iniciales y determinar el ultimo

significado clinico del EPA.
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Conclusiones

1. La inyeccion intraestromal de la cornea fue eficaz en el 100% de los casos para
producir una ulcera corneal, encontrando unos resultados homogéneos y seguros en la
produccion experimental de las Glceras corneales bacterianas por Strepfococcus

pneumoniae y Proteus vulgaris.

2. La concentracion minuna inhibitoria y bactericida de ofloxacino frente a los
microorganismos gram positivos y gram negativos estudiados, se hallé dentro de los
intervalos de concentracidn que se alcanzan en la pelicula lagrimal precorneal tras una

sola dosis de colirio de ofloxacine al 03%,

3. Ofloxacino presento el mejor rango de concentracidn minima inhibitoria y bactericida
de todos los antibidticos aqui estudiados frente a los organismos gram negativos.
Frente a los organismos gram positivos, ofloxacino -junto a los aminoglucdsidos-
presentd también el mejor rango de concentracion minima inhibitoria y bactericida,

después de rifampicina.

4.  El efecto postantibitico de ofloxacino, variable segun la especie, permitiria espaciar
la dosificacion de los tratamientos cuando el agente etioldgico responsable de la
ulcera corneal fuese un microorganismo gram negativo, y aconsejaria aumentar la
frecuencia en las dosis o su concentracion, frente a los organismos gram positivos,
permitiendo, en este caso, el efecto postantibidtico largo e intermedio a altas
concentraciones, espaciar el intervalo entre dosis, beneficiando en elio la comodidad

de una menor aplicacion sin pérdida de la eficacia.

5. La aplicacion topica de 2 gotas/8 horas/15 dias fue suficiente para erradicar la
infeccion y cerrar la ulcera corneal, poniendo de manifiesto la buena penetracion

corneal de los tres antibidticos por esta via de administracion.
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6. La aplicacion profilactica del antibidtico cuando ain no se ha establecido la infeccion
corneal origina una mejor evolucion, con menor presencia de neovasos y leucomas
residuales y, aunque en todos los casos la tlcera corneal cicatriza, destaca una menor
afectacion, con menor edema corneal, en los casos en que el antibidtico utilizado fue

ofloxacino.

7. El tratamiento antibiético una vez establecida la ulcera corneal bacteriana fue eficaz
en la resolucion de la misma. Aunque en estos casos el curso evolutivo resulté en una
mayor afectacion corneal en comparacion con los grupos en los que se inicid
tratamiento profilactico, también aqui los ojos tratados con ofloxacino presentaron

una menor afectacion.

8.  Ofloxacino fue tan eficaz como tiamfenicol y tobramicina en la profilaxis y tratamiento
de las tlceras corneales provocadas por Streptococcus pneumoniae. Asimismo fue
eficaz en la profilaxis y tratamiento de las ulceras corneales originadas por Proteus

vulgaris.

9.  El estudio del efecto postantibiético y su implicacion en la adopcion de nuevas pautas
en el tratamiento de las queratitis bacterianas, debe ser avalado primero por ensayos
en modelos amimales que permitan validar la eficacia de estas nuevas pautas y, solo
asi, poder determinar su significado clinico real con estudios prospectivos en

humanos.
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