
UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

ESTUDIOIN VITRO Y EXPERIMENTAL DELA EFICACIA DE

OFLOXACINO FRENTEA MICROORGANISMOSHABITUALES

RESPONSABLESDE LA ÚLCERA CORNEAL

TESIS DOCTORAL

Ma Araceli LOSCOSFERNÁNDEZ

Madrid, 1996



OEPARTAMFNTO OS M<CROSIOLOG<A
FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

28040 MADRíD

D. JoséPRIETO PRIETO, Catedráticode Microbiología y Parasitologíay DS NP Luisa

GOMEZ-LUS CENTELLES, ProfesoraTitular. Departamentode Microbiología 1 de la

Facultadde Medicinade la UniversidadComplutensede Madrid.

Certifican:

Que el trabajo de investigación titulado: ESTIJDIO JAl VITRO Y

EXPERIMENTAL DE LA EFICACIA DE OFLOXACINO FRENTE A

MICROORGANISMOS HABITUALES RESPONSABLESDE LA ULCERA

CORNEAL, constituye la memoria presentadapor Da ~a Araceli Loscos

Fernández,Licenciadaen Medicina y Cirugía paraoptaral Gradode Doctor en

Medicinay Cirugía, y ha sido realizadabajonuestradirecciónen el Departamento

de Microbiología1 de la Facultadde Medicinade la UniversidadComplutensede

Madrid.

Y paraqueconstea los efectosoportunosfirmamoslapresenteen Madrid, a 1.2 de marzo

de mil novecientosnoventay seis.

Fdo.JoséPRIETOPRIETO CENTELLES

Director Codirectora



A Carmen



AGRADECIMIENTOS

Al Profesor Dr. D. JoséPrieto Prieto por su acogida en el Departamentode

Microbiología, por sus enseñanzase interésen mi formación científica, por su ayuda

incondicionalparalaelaboraciónde estaTesis.

A la Dra. E? M’ Luisa Gómez-LusCentellespor su dirección y revisión continua,

porsus orientacionesprecisasy claridadde ideas.

A la Dra. D~ lv? del CarmenRamosTejera,graciasala cual seha podidorealizarel

estudiodel EPA, en elogio de su labory amabilidad.

A mis amigasy compañerasdurantetodosestosaños,lasDras. D~ SagrarioHeredia

y ¡Y PaolaPérez,a D~ AdelaidaDominguez,por su excepcionaltrabajo prestadoen el

desarrolloy mantenimientode estainvestigación,con mi admiracióny respeto.

Al Departamentode Oftalmologíade la FundaciónJimenezDía.zdirigido porel Dr.

D. MA. ZatoGómezde Liaño,y en particulara los médicosD. JoséLuis Bueno,D. César

Pérezy D. FemandoSantamariaporsu colaboración.

A todos los que trabajano han trabajadoen este Departamento,por su ayuda

incondicional en diversos momentos, por apagar lo& “fuegos”, por abusar de ellos

constantemente,por su estímuloy constancia.A PedroBaspor sutrabajoy colaboración

como Técnico de Laboratorio, a la Sra. Antonia que nos acondicionó y preparó el

animalarioy a PedroBarqueroquenosresolviótodoslos “papeles’.



A MaribelLlorentede LaboratoriosRhónePoulencRorer, SA, aFélix Andradasde

LaboratoriosKnoll, SA y aLuis Cejudode LaboratoriosZambón,SA, por su inestimable

ayudaen las tareasde búsquedabibliográfica.

A D. FranciscoJavier Loscos y a D. FemandoValtueña por sus consejosde

redacción,por su lecturaatenta.

A D. IgnacioLoscospor su ayudaa mesade ordenador,a él se debetodo este

trabajode diseñoy asistenciainformática, tambiéna E? N’P JesúsLoscosy D. JuanJosé

Loscosporsutrabajoen el diseñode las figuras.

A mis padres,a mishermanosy amis compañerosde trabajoen el Centrode Salud,

quedurantetodos estosañoshanconfiado,alentadoy seguidode cercami trabajo,por su

cariñoy respeto.

A todosellosdirijo mi agradecimiento,porsu disponibilidady pacienciadiaria.

Madrid, Marzode 1996

M~ Araceli LOSCOSFERNANDEZ



ÍNDICE



Índiceabreviado

ABREVIATURAS

1.- INTRODUCCIÓN

1. LA ULCERA CORNEAL BACTERIANA

2. ANTIMICROBIANOS ..

3. EFECTO POSTANTIBIÓTICO

4. FARMACOCINETICA OCULAR

11.-OBJETIVOS

IB.- MATERIAL Y METODOS

1. ESTUDIOS IN VITRO

2. ESTUDIOS IN VIVO

1V. RESULTADOS

1 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VITRO

2 RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VIVO

XVII

1

5

25

51

59

68

70

71

77

86

87

104

U. CM. FacultaddeMedicina VII



indice abreviado

V. DISCUSIÓN

1. EVALUACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL

2. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VITRO

3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VIVO

4. SIGNIFICADO BIOLÓGICO DEL EPA Y SU INFLUENCIA EN LA

DOSIFICACIÓN DE LOS ANTIMICROBIANOS EN UN ENSAYO

EXPERIMENTAL

VI. CONCLUSIONES

VII. BIiBLIOGRAFIA

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE TABLAS

118

120

146

154

166

173

176

226

229

U CM. FacultaddeMedicina VIII



Índicegeneral

ABREVIATURAS XVII

1.- INTRODUCCION . 1

1. LA ÚLCERA CORNEAL BACTERIANA 5

1.1. DEFINICIÓN . 5

1 2 ETIOLOGíA ... .. . . 5

1.3. DIAGNÓSTICO DifERENCIAL 6

1.3. 1. Infeccionesbacterianas . ... 6

1.3.2. Queratopatíastróficas 7

1.3.3. Queratopatíastóxicas 8

1.3.4.Queratitistraumáticas 8

1.3.5. Infeccionesviricas .... 8

1.3.6. Infeccionesporhongos 8

1 3 7 Queratitisporparasitos .. 9

I.4.PATOGENIA ... . . 9

1.5. ANATOMIA PATOLOGICA 13

1.6.CLINICA . .. 14

1.7. FORMAS CLINICAS DE PRESENTACIÓN 15

1.7.1. Sfreptococcuspneumonae . . 15

1 7 2. Especiesde Staphylococcus 16

1.7.3.Pseudomonasaeruginosa 17

1.7.4.Pseudomonasfluorescens 18

1.7.5. EspeciesdeMoraxella 19

1.7.6.Enterobacteriaceae . . . 19

1.7.7. EspeciesdeBacíllus 20

1.8. DIAGNOSTICO .. . 21

1.9. TRATAMIENTO 23

U. CM. FacultaddeMedicina IX



Indicegeneral

2. ANTIMICROBIANOS . 25

2.1. OFLOXACINO 25

2 1 1 Estructuraquimica 25

2. 1 2 Propiedadesfisico-quimicas . 25

2 1 3 Mecanismode acción 26

2.1.4, Actividad antimicrobiana .. . 27

2. 1 5. Desarrollode resistencias .... . 28

2 1 6 Indicacionesclínicas . 29

2 1 7 Farmacologíaocular 30

2 1 8 Interaccionesbacteriológicas 32

2.1.9. Toxicidady efectossecundarios 32

2.1.10.Contraindicaciones 32

2.2. TIAMFENICOL 33

2.2.1. Estructuraquímica . . . 33

2.2.2.Propiedadesflsico-quíniicas . 33

2 2.3 Mecanismode acción 34

2.2.4. Actividad antimicrobiana 34

2 2.5 Desarrollode resistencias .... 35

2.2.6. Indicacionesclínicas 35

2.2.7. Farmacologíaocular 35

2,2.8. Interaccionesbacteriológicas 37

2.2.9. Toxicidady efectossecundarios 37

2.2.10.Contraindicaciones 37

23 RIFAMPICINA . 38

2 31 Estructuraquimica 38

2.3.2. Propiedadesfisico-químicas . 39

2.3.3. Mecanismode acción 39

2.3.4. Actividad antimicrobiana 39

2.3.5.Desarrollode resistencias . 40

2 3 6. Indicacionesclínicas . . . 41

U. CML FacultaddeMedicina x



Índicegeneral

2.3.7. Farmacologiaocular 41

2.3.8. Interaccionesbacteriológicas 42

2.3.9. Toxicidady efectossecundarios 42

2310 Contraindicaciones. 42

2.4. AMINOGLUCÓSIDOS:GENTAMICINA - TOBRAMICTINA 43

2.4.1. Estructuraquímica ... . . 43

2 4 2 Propiedadesfisico-quimicas 44

243 Mecanismode acción 44

2 4 4 Actividad antimicrobiana 45

2 4 5 Desarrollode resistencias 46

2.4.6. Indicacionesclínicas 46

2.4.7. Farmacologíaocular 47

2.4.8. Interaccionesbacteriológicas 49

2.4.9. Toxicidady efectossecundarios 49

2.4.10.Contraindicaciones 50

3. EFECTOPOSTANTIBIOTICO . 51

3.1. DEFINICIÓN . 51

3.2. MECANISMOSDEL EPA 52

33 METODOSDE DETERMiNACIÓN . . 54

3.4. FACTORESQUE AFECTAN AL EPA . 55

3.5. FENOMENOSRELACIONADOS CON EL EPA 56

3.5.1. “PostantibioticLeukocyteEnhancement” . 56

3.5.2. Disminuciónde la actividadbactericidaduranteel EPA 57

4. FARMACOCINETICA OCULAR .... . 59

4.1. VIAS DE ADMINISTRACIÓN DE ANTIMICROBIANOS EN

LA INFECCIÓNOCULAR CORNEAL .. . 61

4. 1. 1. Aplicacióntópica . . 62

4. 1.2. Inyecciónperiocular 63

U.C.M. FacultaddeMedicina XI



Indicegeneral

4.1.3.Tratamiento sistémico 65

4.1.4. lontoforesis 66

4.1.5.Encapsulaciónliposomalde los antibióticos 66

U.- OBJETIVOS . 68

IB.- MATERIAL Y METODOS 70

1. ESTUDIOSIN lITRO 71

1.1. CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

EXPRESADA EN FUNCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES

MNIMAS INHIBITORIAS Y BACTERICIDAS 71

1.1.1.Microorganismos . . . . 71

11 2 Antibióticos 71

113 Medios 72

1. 1.4. Concentraciónmínimainhibitoria 72

1. 1.5. Concentraciónminima bactericida 73

1.2. CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

EXPRESADAEN FUNCIÓNDEL EFECTOPOSTANTIBIÓTICO 74

1.2.1. Preparacióndel inóculo . . 74

1.2.2. Cinéticade crecimientobacteriano . 74

1.2.3. Eliminacióndel antibiótico 75

1.2.4. Recuentosbacterianos 75

1.2.5. Cuantificacióndel EPA 76

U. CM. FacultaddeíVledicina XII



Índicegeneral

2. ESTUDIOS IN VIVO ... .. . 77

2.1. MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN

CONEJOS POR STREPTOCOCCUSPNEI&MONIAE Y PROTEUS

VULGARIS.TRATAMIENTO CON OFLOXACINO 77

2 1 1 Animalesde experimentación . 77

2.1.2. Microorganismos . 77

2.1.3. Solucionesoftálmicas 77

2.1.4. Anestésicos 78

2. 1.5. Preparacióndel inóculo 78

2.1.6. Inoculación . 78

2 1 7 Valoraciónclínica .... 79

2 1 8 Estudiomicrobiológico 79

2. 1.9. Análisis estadísticode los resultados .. 79

2.2. MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA

EN CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE.

TRATAMIENTO CON TIAMFENICOL Y TOBRAMICII’JA 82

2.2.1. Animalesde experimentación .. . . . 82

2 2 2. Microorganismos . . 82

2.2 3 Solucionesoftálmicas 82

2 2 4 Anestésicos . . 82

2 2 5. Preparacióndel inóculo . 83

2 2 6. Inoculación . 84

2 2 7 Valoraciónclínica . . . . . 84

2.2,8. Estudiomicrobiológico 84

2.2.9. Evaluacióndel número de bacteriasviables presentesen la

córneaextraída 84

2 2 10. Estudioanatomopatológico 85

2 2 11 Análisis estadísticode los resultados 85

U.C.M. FacultaddeMedicina XIII



Índicegeneral

IV. RESULTADOS 86

1. RESULTADOSDE LOS ESTUDIOSIN VITR0 87

1.1. CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

EXPRESADA EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES

MINIMAS INHIBITORIAS Y BACTERICIDAS 87

1.1. 1. Concentraciónmínimainhibitoria 87

1. 1.2. Concentraciónmínimabactericida 88

1.2. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

EXPRESADAEN FUNCIÓN DEL EFECTOPOSTANTIBIÓTICO 90

1.2.1. Efecto sobreel crecimientodeS.pneumon¡aeATCC 6303 tras

la exposiciónduranteunahoraavarios antimicrobianos 90

1.2.2.Efecto sobre el crecimiento de 5. aureusATCC 29213 trasla

exposiciónduranteunahoraa variosantimicrobianos . . 92

1.2.3. Efecto sobre el crecimiento de 5. epíderinídísATCC 12228

trasla exposiciónduranteunahoraa variosantimicrobianos ... 94

1.2.4. Efecto sobre el crecimiento deE. colí ATCC 25922 tras la

exposiciónduranteunahoraa variosantimicrobianos 96

1.2.5. Efecto sobreel crecimientodeP.vulgarísATCC 13315 trasla

exposiciónduranteuna horaavariosantimicrobianos 98

1.2.6. Efectosobreel crecimientode P. aeruginosaATCC 9721 tras

la exposiciónduranteunahoraa variosantimicrobianos 99

2. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOSIN VIVO . 104

2.1. MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN

CONEJOS POR ETREPTOCOCCUSPNEUMONL.4EY PROTEUS

VULGARIS.TRATAMIENTO CON OFLOXACINO . 104

2.1.1.Resultadosclínicos . 104

2 11. 1. Ensayocon £ pneumoniae(Tabla9) . 104

2.1.1.2. EnsayoconP.vulgaris(Tabla 10) 105

U. CM. FacultaddeMedicina XIV



Índicegeneral

2. 1.2. Resultadosmicrobiológicos 108

2.1.2.1.Ensayocon5. pneumoniae(Tabla 11) 108

2 1 2 2. EnsayoconF. vzdgarís(Tabla 12) 108

22 MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA

EN CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE.

TRATAMIENTO CON TIAIMFENICOL Y TOBRAMIICINA 110

2 2 1 Resultadosclínicos(Tablas13 y 14) . . . 110

22 11. Grupoplacebo 110

2.2.1.2.Grupotobramicina . 111

2213. Grupotiamfenicol 112

2 2 2 Resultadosmicrobiológicos(Tablas15 y 16) 114

2.2.2.1.Grupoplacebo 114

2.2.2.2.Grupotobramicina . . . 114

22.2.3.Grupotiamfenicol 115

2.2.3. Resultadosdel número de bacteriasviables presentesen la

córneaextraída . .. . 116

2.2.3.1.Grupoplacebo 116

2.2.3.2.Grupotobramicina 116

2.2.3.3.Grupotiamfenicol 116

2.2.4. Resultadosanatomopatológicos 117

V. DISCUSIÓN . 118

1. EVALUACION DEL MODELO EXPERIMENTAL . 120

1.1. ELECCIÓNDE LAS CEPASBACTERIANAS 120

1.2. ELECCIÓNDE LOS ANTIMICROBIANOS 121

1.3. MODELO IN lITRO: EVALUACIÓN DEL EPA 122

1.3.1. Justificacióndel método . . . . 122

1.3.2. Cuantificacióndel EPA 124

1 3 3 Influencia de la concentraciónde antimicrobiano . . 130

XVU. CM Facultadde Medicina



Índicegeneral

1.3.4. El tiempode exposicióndel microorganismoal antibiótico 132

1.3.5. Influenciade la concentracióndel inóculo 133

1.3.6. Fasede crecimientode los microorganismos 135

1.3.7. Agitación mecánica 136

1 3 8 Influenciadel mediode cultivo 136

1.3.9. Influenciadel pH 138

1 4 MODELO JAl VIVO . 140

1.4.1.Eleccióndel conejocomomodeloexperimental 141

1.4.2. Técnicade inoculacióne inóculosqueseensayan 142

1.4.3.Valoraciónde la eficaciaantibiótica 145

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS IN VITRO . 146

2.1. EVALUACIÓN DE LA CMI/CMB . 146

2.2. EVALUACIÓN DEL EPA .... ... 148

3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VIVO .... 154

3.1. EVALUACIÓN CLÍNICA . . . 154

3.2. EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA Y ANATOMOPATOLÓGICA 161

4. SIGNIFICADO BIOLÓGICO DEL EPA Y SU INFLUENCIA EN LA

DOSIFICACIÓN DE LOS ANTIMICROBIANOS EN UN ENSAYO

EXPERIMENTAL . . .. . 166

VI. CONCLUSIONES 173

VIL BIBLIOGRAFIA 176

ÍNDICE DE FIGURAS 226

ÍNDICE DE TABLAS 229

U. CM. FacultaddeMedicina XVI



ABREVIATURAS



Indicedeabreviaturas

0’ISM 015 Molar

IN iNormal

AAC AmninoglucósidoACetiltransferasa

AAD AminoglucósidoADeniltransferasa

ADN Acido DesoxiNucleótico

ADVP Adicto a DrogaporVía Parenteral

AETD Ácido EtilendiaminoTetraacéticoDisódico

AGAP AminoGlucósidoAntiPseudomonas

ANT AniinoglucósidoNucleotidilTransferasa

APH AminoglucósidoFosfotransferasa

ARN Ácido RiboNucleico

ARNpi Acido RiboNucleicomensajero

ATCC AmericanTypeCulture Collection (Colecciónamericanade cultivospatrón)

ATP AdenosinTrifosfato

AUC AreaUnderCurve(Area bajo la curva)

BH.B BrainHeartBroth (Caldocerebro-corazón)

CMB ConcentraciónMinima Bactericida

CMII ConcentraciónMinima Inhibitoria

El EnfermedadesInfecciosas

EPA EfectoPostAntibiótico

ES Error Standard(Error estándar)

GM Gentamicina

Ig A InmunoglobulinaA

IM IntraMuscular

IV IntraVenoso

LCR Líquido Cefalorraquideo

MH Múller Hinton

MHIB Múller HíntonBroth (Caldode Múller Hinton)

NN Tobramicina

OFX Ofloxacino

U.C.M. FacultaddeMedicina XVIII



Índicede abreviaturas

01 Ojo Izquierdo

PABA Ácido ParaAminoBenzoico

PALE PostAntib¡otíc Leukocyte Enhancement (incremento postantibiótico

leucocitario)

PBPs PenícíllínBindingProteíns(proteinasfijadorasde penicilina)

PBS PhosphateBufferSolution (solucióntamponadade fosfato)

PM PesoMolecular

RA Rifampicina

RN ReciénNacido

rpm revolucionesporminuto

Sd Síndrome

SNC SistemaNerviosoCentral

TP Tiamfenicol

TSB TryptícaseSoyBrotAr (Caldo de sojatrypticasa)

UC UlceraComeal

UFC UnidadesFormadorasde Colonias

U CM. FacultaddeMedicina XIX



1.- INTRODUCCIÓN



Introducción

Las enfermedadesinfecciosas(El) del poío anterior del ojo y en concreto, las

queratitisbacterianasconstituyenun motivo frecuentede consultaen la prácticamédica.

Sonpadecimientoscomunesque producenuna importantísimamorbilidad en personasde

todas las edadesy de ambossexosy, junto a las endoftalmitis, constituyenuna de las

infeccionesmásimportantesdel ojo, parala cual seconsultaa los especialistasen El.

Desdela introducciónen 1935 de las sulfamidasy, posteriormente,de las penicilinas

en 1942, son muchoslos cambiosque sehanoriginado en el aspectoclínico y pronóstico

demuchasEl, por la introducción,en rápidasucesión,de nuevosquimioterápicosque han

ampliadonuestrasposibilidadesde accióndirectasobrelos diversosagentespatógenos’.

En el cursode unainfección bacterianaintervienenuna seriede variablescomo los

mecanismosdedefensadel huésped,la patologiaoriginadapor la infección y la virulencia,

metabolismoe inóculo del agenteinfectante.Por ello, la eleccióndel quimioterápicotiene

queestaren consonanciacon el propósitoprecisoquese persigueal indicarlo, que puede

serla profilaxis, el tratamientoempíricourgenteo la terapiaperfectamentediscriminadade

unainfecciónbienconocida.

La terapiaantimicrobianatiene como objetivo impedir o retrasarel crecimientode

los gérmenesen el lugar de la infección, permitiendoque la reducción de la población

bacterianafacilite la acción de las defensasinmunológicasdel organismo. Falta todavía

información sobrela repercusiónde muchosde los agentesque usamossobreel sistema

¡nmunitario.Además,la enfermedadpuedemodificar las propiedadesfarmacocinéticasdel

antimicrobianoalterandosuabsorcióny/o disposición2.

Lo que se persigue, el ideal terapéutico de Ehrlich, es el hallazgo de un

antimicrobianocon un alto índice terapéutico-medido en función de la relación entrela

dosis máxima toleradapor el huéspedy la dosis mínima que cura la infección o dosis

terapéutica-y unabajatasade desarrollode resistencias’.

U. CM. FacultaddeMedicina 2



Introducción

Así pues,la problemáticaque entrañala elecciónde un antibiótico comprendelas

pruebasde sensibilidad,pero también, y con la misma importancia, sus caracteristicas

farmacológicas,que son las que han de condicionarno solo su utilización, sino la vía de

administracióny el intervaloentrecadadosisen función del conocimientode la absorción

del antibiótico por las diferentes vias, su distribución por el organismo, eventual

metabolizacióny eliminación,y la relativainocuidado potencialtoxicidad3.

En la actualidad,hay cadavez másautoret~ de acuerdoen considerarque en la

medidade la actividadantimicrobianano bastacon el conocimientode estosparámetros

sólo, sino que deben realizarseestudios de la actividad antimicrobianaen función del

tiempoy del efecto postantibiótico(EPA) y de fenómenosbiológicos asociados7~que se

originanporun tratamiento.

Los modelos animalesnos han proporcionadoun mayor conocimiento sobre la

patogénesisy el tratamiento de las úlceras corneales (UC) bacterianas,habiéndose

desarrolladonumerososprototipos para simular queratitisbacterianasen humanos.La

córneaes un tejido útil para estudiarla patogénesisde la infección debido a su fácil

accesibilidady a las deficientesdefensasfagocíticas:siendoavascular,esfácilmentesensible

a la infeccióny el progresode la enfermedadpuedeobservarseen ella sin dificultad9-”.

Antes de que un nuevo agenteantibacterianosea introducido para uso clínico,

debenhabersedesarrolladosobreél estudiossobresu actividad in vflro e in vivo sobre

animalesdeexperimentaciónprimeroy en unafaseposteriorensayosclínicos en humanos.

Así pues,los aspectosmás importantesde estosestudiosexperimentalesson la prevención

y el tratamientode las El’2.

Las queratitisplanteanun problemagraveparala visión del ojo, la necesidadde

implantarun tratamientofarmacológicocuandoaún sedesconocela etiología del germen

infectante,nos lleva a labúsquedade nuevosantimicrobianosque ademásde cumplir unos

U.C.M. Facultad deMedicina 3



Introducción

perfiles farmacocinéticosposean una buena actividad sobre un amplio espectro de

microorganismos.

Ofloxacino(OFX) esunafluorquinolonade amplio espectrocuyacomercialización

en su forma oftálmica aún no se ha realizadoen nuestro país. En este trabajo nos

proponemosvalorarsu actividadin vitro frentea6 cepasde coleccióncomorepresentantes

de microorganismosgrampositivosy gram negativos,que comoseveráson responsables

comunesde UC, haciendoespecialhincapiéen el estudiodel EPA y su implicación en las

pautasde dosificación de antimicrobianos.Por último, realizaremosun estudio de su

eficaciahz vivo en animalesde experimentacióna los que provocaremosunaúlceracorneal

bacteriana.

U CM. FacultaddeMedicina 4



Introducción

1.- LA ÚLCERA CORNEAL BACTERIANA

Las infeccionesbacterianasde la córneason amenazasgravesparala visión. Las

úlcerasde la córneasepresentanen el contextode un traumatismoocularo uso de lentes

de contacto,despuésde cirugía, o cuandohay enfermedadpreexistentedela córnea.

Son procesosde extrema gravedady deben ser consideradoscomo urgencias

oftalmológicas. Su evolución espontáneao los casosmal tratadosllevan consigo una

extensiónde la infección con afectaciónde todala córneay en algunoscasosconducenala

perforacióny pérdidadel globo ocular,Precisan,pues,un tratamientoprecozy eficaz para

preservarla mayorcapacidadfuncionalposibledel ojo.

1.1.- DEFINICION

Es la invasiónde la córneaporbacteriasproliferantesde patogenicidady virulencia

variables,que conducea la formación de un abscesoestromaly seacompañade signos

inflamatoriosde intensidadvariable.La úlceracornealaparececomo un áreade infiltrado

decolorblanco,gris o amarilloquesetiñe con fluoresceína’3’~4.

1 2- ETIOLOGIA

Seha encontradoquelos gérmenesresponsablesde las queratitisbacterianasvarían

de una región y de un paísa otro’5, siendocon mayor frecuenciahallados:Sireptococcus

pneumoníae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epídermídis, Pseudomonas

aerugínosa,Moraxella, Enterobacteriaceae(Proteus, Klebsiella, Citrobacter, Serranay

Enterobacter)y Streptococcusalfa-hemolítico’6-21.
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13- DIAGNÓSTICODIFERENCIAL

En ordena esclarecerlas diferentesetiologíasde las úlcerascornealesesnecesario

tenersiemprepresenteque existenotras situacionesen que hay una úlceracorneal cuyo

origen no es infeccioso o no necesariamentebacteriano,por lo que atenderemosa los

siguientescriterios de identificación que nos situaránen el contexto clínico real. Así,

distinguiremos:

1.3.1.-Infeccionesbacterianas

Las bacteriasson causade queratitis por invasión directa, por toxinas o por

hipersensibilidad.El epitelio corneal es la barrera más resistente a la penetración

microbiana.La membranade Descemetimpide el accesode las bacteriaspero no de los

hongos22.

Las úlcerascentralesa menudoestánprovocadaspor invasióndirectay precedidas

de traumatismo.Típicamenteson blancas o amarillentas, como resultadodel infiltrado

purulento.Puedenproducirhipopióny perforacióncorneal,especialmentesi el tratamiento

no esel adecuado.Las úlcerasy las queratitisepitelialesmarginalestienenbuenpronóstico,

en la mayoría de las ocasionesse asociana toxinas estafilocócicasy con frecuencia

recidivan.

En general,las úlcerascornealescausadaspor gérmenesmuy virulentos progresan

rápidamentey dan lugar a reaccionesinflamatorias mayores como la formación de

hipopión.Porel contrario,las úlcerasdebidasa microorganismosoportunistastiendena ser

tórpidas y a extendersesuperficialmente.Si bien algunasúlcerascornealesbacterianas

presentanciertascaracterísticasclínicas distintivas, el tratamientono debefundamentarse

en la impresiónclínica23.
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El Streptococcuspneumoníaees la única bacteriapatógenacorneal verdadera,

todaslas demássonoportunistasy provocaninfección si las defensasdel huéspedestán

debilitadas(traumatismo). El Staphylococcusaureus, productor de exotoxinas,es el

organismomás frecuentementeimplicado en las infeccionescorneales.Tambiénpueden

causar queratitis las especies de Streptococcusspp., Neisseria gonorrhoeae y

Pseudomonasspp. (colirios contaminados)y de modo másexcepcionalBacíllus subtílís,

los organismosProteus, Serratia, KIebsiella, E. cok y otros. Además,aunquemenos

común,seencuentrala infección por la especieMoraxella, los diplococosgramnegativos

y, en ocasiones, las infecciones por anaerobiosgram negativos y gram positivos.

Ocasionalmentese ha encontradoProp¡onibacteríumacnes-un anaerobio-como causade

úlceracorneal22’24

En las úlceras corneales limbares y en los infiltrados pueden desarrollarse

microorganismospatógenosy estodebetenersesiempreen cuenta.Así, laAlternaría seha

halladoen los infiltrados marginalessemejandoa un infiltrado inmune y, ocasionalmente,

organismosgramnegativosse han encontradoen el pénfigo ocular conúlcerascorneales.

Es necesano,por tanto, obtenerun diagnóstico de laboratorioa pesarde sospecharuna

causainmuneo de otrosfactorescomoproblemaprimario’6.

1.3.2.-Oueratopat¡astróficas

Las queratopatíastróficas puedenconducira la lisis del estroma,especialmente,

cuando se asocian con queratitis seca, y también, a una perforación en ausenciade

infiltrado celular. La falta de infiltrado celularpuedeayudamosa distinguirlasde unacausa

bacteriana’6.
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1.3.3.-Oueratopatiastóxicas

Se ven a menudo en la utilización de fármacos tales como anfotericina B,

idoxuridina, neosporina,gentamicinay anestésicoslocales. Si estos fármacosse utilizan

durantei~ ó másdías,puedenobservarseáreascon múltiplesinfiltradosen el estroma16.

1.3.4.-Oueratitistraumáticas

Por exposiciónluminosa(esquiadores,soldadores)y las ocasionadaspor lentillas:

suelen ser superficiales. Se tratan con vendajescompresivosy pomadasepitelizantes

(despuésde extraerlas lentillas en el segundocaso).Sepuedenemplearcalmantesorales22.

1.3.5.-Infeccionesviricas

El herpessimplepuedeafectara la conjuntiva,córneay úvea,perolo másfrecuente

y la infecciónque amenazaa la vistaes debidaa la queratitisdel epitelio o estromat5.La

sensibilidadcomealestádisminuiday los frotis muestrancélulasmultinuclearesy ausencia

de bacterias.La pruebade anticuerpocon fluorescenciaes positiva. Con frecuenciahay

antecedentesde queratitisherpéticao herpeslabial’6. Se puedentratar con idoxuridinay

algunode los agentesantiviralesporvía oral y, últimamente,seusael aciclovir.

1.3.6.- Infeccionespor hongos

El uso prolongado y variado de antibióticos, corticoides o inmunosupresores

favorecela apariciónde micosis25.Las queratitisfúngicasproducenulceraciónsuperficialy

diversosfocosde infiltrados satélites.Se forma un abscesocorneal.Los hongosatraviesan
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fácilmente la membranade Descemety provocan inflamación ocular importante con

hipopión22.

Las queratitispor hongosse originan con mayor frecuenciapor Candida spp..

Menos frecuentemente se han encontrado hongos filamentosos, Aspergí/bis,

Cephalosporíumy Fusanum,La mayariasecomportancomooportunistasy no siemprese

distinguenclíicamentede las de otros origenes,por eso son necesarioslas pruebasde

laboratorio26. El tratamiento es a base de anfotericina B, nistatina, miconazol y

ketoconazol22.

1.3.7.-Oueratitisporparásitos

Son poco frecuentes,causadaspor Acanthomoebaspp., oportunistasy de vida

independiente27.Son tórpidasy muestranmuchasde las característicasde una úlcera

cornealporhongosfilamentosos.Puedenoriginar una queratitispurulentay debepensarse

en ellas en los casosde úlcerasmuygravesresistentesal tratamiento.El diagnósticolo da

el hallazgode quisteso trofozoitos28desdelos medioslíquidos (solucionesde manejo de

lentillas, humor acuoso, etc.), lentillas y estuches,y la biopsia corneal que evalúa la

presenciahistológicade los quistes.

1.4.-PATOGENIA

La piel y las membranasmucosasintactasconstituyenla primerabarrerade defensa

contra la infección. El mecanismode lavado continuo por las lágrimas, así como la

presenciade lisozima, betalisisnasy anticuerposnaturales(Ig A) en ellas, desempeñaun

papel importanteen la defensacontrala infección29. Además,las reaccionesinespecíficas

contraunanoxa, como sonla fagocitosisde los agresoresporlos neutrófilosy macrófagos,

ayudana un huéspedno comprometidoa convivir o destruir al oportunistacuandoéstos
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seanbacteriasu hongos.A la semanaya estáen marchala respuestacelular y humoral

específicaque es necesariapara el huéspedno comprometidosólo si la inoculación

microbianaesimportante.

Como ocurrecon la mayoría de los oportunistas,una inoculaciónpequeñapuede

manejarserazonablementebien por las defensasdel ojo normal,de maneraque sólo en un

ojo comprometidoinmunológicamenteseproduciráenfermedad.

Con excepción de las úlceras por Sireptococcuspneumoníae, Neisseria

gonorr/zoeae,Neisseríameníngitidis,Corynebacterimd¡phteriaey las especiesde Listeria,

en general, se precisauna lesión epitelial previa que rompa la barreraprotectoraque

constituyeel epitelio ~ ¡8,30,31

Existen situacionesde compromisolocal: antecedentede traumatismocon o sin

cuerpo extraño, ojo seco, abuso de fármacos tóxicos (anestésicostópicos, agentes

cicatrizantes,antibióticose idoxuridina),abusode lentesde contacto,queratopatíasprevias

(queratopatíabullosa, queratitismetaherpética,quemadurastérmicaso químicas, etc.). Si

sesumana enfermedadessistémicaspuedenproducirun huéspedinmunocomprometido32-34

y puedencontribuira laproducciónde unainfeccióncorneal.

Los síndromesde ojo seco predisponentambién por disminución del efecto

mecánicode barrido de las lágrimas, lo que permitiría o facilitaría la adherenciade las

bacteriasal lecho del defecto epitelial, y por la disminución de lisozimas, betalisinasy

anticuerpos.

El abusode medicacionestópicas(antibióticos, idoxuridina, anestésicos,etc.) no

sólo favorecela infecciónbacterianaporsu efectotóxico sobreel epitelio, sino queademás

altera el equilibrio de la flora conjuntival (al desplazarla flora gram positiva normal del

saco conjuntival y reemplazarlapor una anormal gram negativa)y modifica el cuadro

clínico dificultandoel reconocimientode suverdaderanaturaleza’3’16
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Las queratitisbacterianasasociadascon el usode lentillas requierenla presenciade

organismospatógenosen cantidadsuficienteparavencerlas defensaslocalesy romper el

epitelio corneal paraconseguirla penetraciónen el estromacorneal. Los organismosmás

frecuentementeasociadoscon queratitis microbianarequierenun defecto epitelial para

conseguiraccederal estroma.

El mecanismode formación de infiltrados y úlceras en la córnea se produce

probablementepor la combinaciónde levestraumatismossobrela córnea,provocadosbien

en la insercióno remoción de la lentilla, por roturas de la misma, por hipoxia o mala

adaptación, o bien por un cuerpo extraño, que originan siempre una mínima

desepitelización,y estounido ala presenciade bacterias,virus u hongosen la lágrima.

El uso de lentillas, por sí mismo, se cree que no altera la flora microbiológica

conjuntival. Sin embargo,los estuchesdondese guardanlas lentillas y sus solucionesse

contaminancon granfrecuenciaporunaampliavariedadde microorganismos,y a ellos se

atribuyela causade las infecciones35-37.

Lasbacteriaspuedenadherirsedirectamentea las lentillas blandasy pareceque esta

adherenciaesmayor cuandolas lentillas estáncubiertaspor mucinay proteínas38.Se ha

visto queP. aeruginosase adhierea las lentillas blandasusadasy sin usar,aunque,no está

claro si esteorganismotiene una capacidadpreferencialparaunirse en comparacióncon

otras bacterias. También se han recogido desde la córnea organismos tales como

Mycobacteriumfortu¡tumy cheloneí39’~“ y Capnocytophaga.

Las infeccionespropiamentedichasen los portadoresde lentillas se producen

habitualmentepor£ epidermídisy £ aureus.Pseudomonaaerugínosaes la quecon mayor

frecuenciase asocia con infecciones por lentillas blandas o solucionescontaminadas.

Tambiénpodemosencontrarnos£ pneumomaey Enterohacteríaceae(Proteusy E. coil).
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Desdeel punto de vistasistémico,hay que valorarla presenciade alteracionesque

sean capacesde disminuir las defensas del organismo: tratamientos con fármacos

inmunosupresoreso corticoides, último trimestre del embarazo,alcoholismo crónico

malnutrición severa, drogadicción, síndromesde inmunodeficiencia(Sd. de Wiskott-

Aldrich), diabetes,quemadurascorporalesextensas,infancia,vejez’6.

Así, la barreradel epitelio corneal puededañarseen el déficit de vitamina A y la

inmunidad celular estarádisminuida en los casos de déficit proteinico y calórico. Es

comprensible,pues,quelas úlcerascornealesnutricionalesseverasseobservencon mayor

frecuenciaen ciertaspartesdel mundoen la cualesla malnutriciónconstituyeun problema

importante’6.

El recién nacido (RN) estásujeto a infeccionesoportunistasdado que el sistema

inmunecelularsedesarrollalentamente.

El ancianopresentaunadisminuciónde la capacidaddel organismoparareaccionar

frentea agentesinvasoresmediantemecanismosinflamatoriosy celulares.

Los organismospatógenosoportunistas se han consideradocontaminanteso

habitantesno dañinos,pero en un individuo inmunocomprometidopuedenmultiplicarsey

producir una enfermedadcorneal4t.Así son más frecuentesen estossujetos la infección

cornealpor: Stap/zylococcusaureus,Staphylococcusepidermídís,Streptococcusalfa y beta

hemolítico, Pseudomonczsaerugínosa, Proteus, Enterobczcteraerogenes,Eschenchíay

Nocardía.
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1.5.- ANATOMÍA PATOLÓGICA

El lugarde infecciónen la úlceracomealbacterianaesel estroma.

La queratitisse puedepresentaren heridaspuntiformeso pequeñasheridaslineales

de la córnea,penetrantesambas,y tiene un inicio y unaevoluciónsemejantea la que tiene

lugaren la instauraciónde cualquierúlceracornealinfecciosa.

La pérdida de sustanciaempiezasiemprea nivel del epitelio, alrededorde la

perforación corneal, y las lesiones se van haciendo progresivamentemás profundas.

Despuésde afectarseel epitelio, la membranade Bowman, siempremuy frágil, esdestruida

rápidamenteporlos leucocitospolimorfonucleares.

Los bordesde la lesiónrepresentanla zonade extensióno crecimiento.Debajodel

epitelio y de la membranade Bowmanencontramosagrupacionesde polimorfonuclearesy

de gérmenes,y es por lo que paraefectuarun cultivo deberemospracticarun legradoa

nivel de la lesión, lo suficientementeprofundoparaque nospuedaponerde manifiesto la

presenciade los gérmenesy poder saber, a través del antibiograma,el antibiótico más

eficazparacadacaso.

La presenciade leucocitosen el endotelioy en el estromacorneal puedeserun

problemagrave,ya quepuedenoriginar alteracionesen la estructuraendotelialen virtud de

susenzimaslisosómicasy desencadenarasi un edemacornealpermanente.

En todo foco de queratitisprofundao de úlcera cornealinfecciosaseorigina una

producción de enzimas proteolíticas a partir del epitelio necrosado,que va a ser

responsablede la progresiónde la infecciónatravésdel estroma,no sólo en extensión,sino

tambiénen profundidad,ayudadaporel propio edemadel estromacorneal.
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Los polimorfonuclearesvan aumentandoen cantidad e infiltrando más capasdel

parénquimacorneal,estableciéndoseuna cadenade progresiónque llevaráa laapariciónde

un abscesocorneal, a veces con un rodete de crecimiento evidentea simple vista. La

membranade Descemetesmuy resistente,persistiendobastantetiempo normala pesarde

la presenciade polimorfonuclearesen susdoscaras.La evoluciónde un abscesocorneales

haciala perforación42.

El hallazgo de un abscesoanular en la córneaes muy poco frecuente en las

enfermedadesinfecciosasoculares.Su presenciaes indicio de la naturalezadevastadorade

la reacción inflamatoria y generalmentees de pronóstico grave para el ojo. Aunque

Pseudomonasaeruginosay el géneroProteus puedenproducir abscesosanulares,las

especiesBacíllussonlas queseaíslancon mayorfrecuencia43.

1.6.- CLINICA

El dolor, de inicio agudo,es un síntomahabitualen las afeccionesde la córnea,

debido a su rica inervación con fibras para el dolor. Aumentacon el parpadeo.Los

estímulosluminososocasionancontraccióndolorosadel iris hiperémicocon sensaciónde

fotofobiay potencianla secreciónlacrimal con apariciónde epifora(lagrimeo).El parpadeo

sobrelas superficiesinflamadasproduceunasensaciónde cuernoextrañoy blefarospasmo

.

Es casinormaun déficit visual causadopor la infiltración corneal22.

En la inspección se observainyeccióny edemaconjuntival y palpebral,con un

defectoepitelial que típicamentetiendeaextendersehaciael centrode la córneaalejándose

de las arcadasvascularesdel limbo, a diferenciade las úlcerasinflamatoriasno infecciosas

que suelen ser limbicas. Se observauna inyección ciliar debida a la irritación de las

terminacionesnerviosascornealesque produceunavasodilataciónrefleja de los vasosdel

iris y cuerpociliar. Hay una infiltración (infiltrado que puedeser grisáceoy necrótico)y

edemaestromalvariables que puedenestar alejadosde la úlcera. Supuraciónestromal
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localizada (abscesosestromalesque puedenser evidentescomo infiltrados pequeñosy

profUndos, y pueden observarse plaquetas fibrinosas en el endotelio). Secreción

mucopurulentaadheridaal lecho de la úlcera. Reaccióninflamatoria variable sobre la

cámaraanterior:plieguesendoteliales,humoracuosofibrinoide y en ocasioneshipopión.El

hipopión escausadopor los efectostóxicos del organismosobrelos vasosdel iris y del

cuerpo ciliar con una gran producción resultante de fibrina y leucocitos

polimorfonuclearesi3.

La pupila suelesernormalal igual quela tensiónocular.

Es importanteel seguimientode la evoluciónde una úlceracomealbacteriana44~

El dolor, los cambiosen el áreade la superficie ulcerada,un aumentoen la infiltración

celular del estroma,un aumentode la reacciónen la cámaraanterior, la lisis del estroma

cornealy a vecesla lisis de la esclerapuedenalertamosacercade futurosproblemas.Lo

másimportantea seguiresla supuracióny el gradode infiltración, másqueel hipopión.

La reacción inflamatoria severapuede conducir a cambiospermanentescomo

catarataspolaresanteriores, sinequiasposterioresy antenores,aumento de la presión

intraocular,descematoceleo perforación«,cicatricesen el estromay edemadela cornea.

1 7- FORMASCLINICAS DE PRESENTACIÓN

1.7.1.-Sireptocaccus pneumoniae

Diplococo, aerobiofacultativo, no esporulado,sedisponea pares,con formaoval y

con la extremidaddistal de cadapar con forma de puntade lanzay en forma de cadenas.

Gram positivo, alfa-hemolítico, encapsulado.Para su crecimiento puede requerir un

ambienterico en CO
2. Puedeseraislado de la faringe en el 30-70% de las personasen

condiciones aparentementenormales
46. Su proximidad con el ojo puede explicar su
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frecuencia en queratitis, dacriocistitis y endofialmitis postquirúrgicas.La dacriocistitis

crónicapuedeser un factor causantede queratitis asociadacon traumatismoscorneales

menores.Puedepresentarsecomo agentesaprófitoen el párpadoo en el sacoconjuntival.

La úlceracorneal puedeseroval o redonda,de bordesbiendefinidosy excavados,

localizadao con tendenciaa propagarseen una dirección,generalmentecentral,y de color

blanco-grisáceo.Desarrolla edema epitelial e infiltrado estromal adyacentesdiscretos,

reacciónde la cámaraanteriorintensacon hipopiónfrecuentey puedeperforarse’3“~.

1.7.2.-EspeciesdeStauhv¡ococcus

Cocos gram positivos,no esporulados,aerobiosfacultativos, inmóviles, tiendena

agruparseen masas desordenadasque recuerdanlos racimos de uva; también como

elementosúnicos,a pares,formandotétradaso en cadenascortasde 3 a 4 células.Crecen

fácilmentesobrelos mediosde cultivo comunesy en presenciade concentracioneselevadas

de cloruro sódico (alrededorde un 7-8%). Relativamente resistentesal calor, a la

desecacióny a los desinfectantes”

Colonizadoreshabitualesde la piel, en general se admite que la capacidadpara

causarenfermedaden estegéneroesuna combinaciónentre factoresde virulencia de los

estafilococosy alteracionesen la resistenciadel huésped.El estafilococoesuna causarara

dequeratitisen el ojo sano,peropuedeverseespecíficamenteen cuadrospostraumáticos44.

Se considera a Staphy¡ococcusaureus como patógeno potencial de gran

importancia y su virulencia viene determinadaprincipalmente por la producción de

coagulasay la fermentacióndel manitol. Se encuentraen la piel, en la nariz y en la

conjuntivay esun agentepatógenooportunista.
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Staphylococcusepídermidísse denominaasí, porserhabitualde piel y mucosas;es

el máscomúnde los estafilococoscoagulasanegativosaisladosen clínicay estáalcanzando

más importanciaen patologíahumana.Es causafrecuentede queratitisen córneascon

enfermedadespreviasy en individuos que no mantienenuna higienecorrectade sus lentes

de contacto.Suacciónestoxicógenay patogénica48y aunque5. aureusesmásvirulento,

la resistenciaaantibióticosesmásfrecuenteen estaespecie.

La úlceracornealproducidaporestegénerosueleseroval, localizaday de bordes

bien definidos, se inicia muy frecuentementeen la periferia y, en principio, es superficial

con poca reacción de la cámaraantenor,aunquepuedeprofundizary formar absceso

intraestromal.Evoluciónen generalmáslentai3.

1.7.3.-Pseudomonas aerutánosa

Bacilo gram negativo, no esporulado,aerobio obligado, móvil, no fermentador,

oxidante. Crece fácilmente en los medios de cultivo comunesdonde puede producir

piocianinaquedifundeatravésde los mismos.Suhábitatestáconstituido generalmentepor

el sueloy el agua,presenteen plantas,frutas y verduras.Se aíslaen condicionesnormales

en un 10% de las muestrasde heceshumanasy ello puedeser el origen de algunas

epidemiasy de la contaminacióncutánea.Puedeencontrarseen las zonasmáshúmedasde

la piel (inglesy axilas)y en la salivt.

Se ha encontrado como agente contaminanteen hospitales, en solucionesde

fluoresceína49,en embellecedoresde pestañas50y en los estuchesde lentesde contactomal

higienizados.Seha observadocomo causade infección en pacientesjóvenesy sanoscon

hábitos higiénicos poco adecuados37y en queratitis en pacientescomatosos51.Los

huéspedesinmunocomprometidosestánmuy predispuestosa la infecciónpor estaespecie.

Su virulencia guardarelación con la movilidad y la producción de una colagenasa
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calciodependiente,que es inhibida por el ácido etilendiamino-tetraacéticodisódico

(AETD), perono por la cisteina.

Es quizásel organismogram negativo que con más frecuenciaproduceúlceras

cornealesy que puedederivarsede unaligera abrasióno de intervencionesquirúrgicaspor

eliminaciónde cataratas46.

Presentaun cursotipicamenterápido y virulento, con un tiempo de latenciacorto

(18 horas)y unaevoluciónrápida(puededoblarel tamañoen 24 horas)por la elaboración

de enzimasproteoliticas que destruyenel colágenoestromal. La ulceraciónes central o

paracentral,irregular y extensacon gran infiltración estromal y edemaepitelial que,

típicamente, es difuso y alejado de la úlcera. A veces se acompañade “anillos

inniunológicos”poractivaciónde la vía alternativadel complemento.Seacompañadeuna

importantesecreciónmucopurulentaamarillo-verdosaadherentea la úlcera.La reacciónde

la cámaraanteriores intensacon frecuentehipopión. Formadescematoceley perforación

de formafrecuentey precoz’3.

La infecciónpuedepermanecerlatentedurantelargotiempo y puederecidivar a los

días de interrumpir el tratamiento.Por esto, los tratamientosdeben continuarsevarias

semanasdespuésde la aparentecura clínica. Cuandola infección corneal seextiendea la

esclera,el tratamientomédico se hacedificil, haciéndosenecesariola queratoplastiay la

crioterapiaaplicadaala córneacircundantey al limbo esclerocorneal.

1.7.4.-Pseudoinonas fluorescens

Responsablede queratitisen ojos con anormalidadesprevias.Es menosdestructivo

queP. aerugínosadebidoa queno producecolagenasa.
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1.7.5.- EspeciesdeMoraxella

Cocobaciloso baciloscortos gramnegativos,no esporulados,aerobiosobligados,

inmóviles, no fermentadores,no oxidantes.Se disponen a pares, aisladoso en cadenas

cortas;algunascepaspresentanun aspectofilamentoso.Crecensobremediosde cultivo

comunesy en las células epitelialesdescamadas.No se aíslanen el ambiente,pero es

habitantenormal del tracto respiratorio superior, del tracto urogenitaly de la piel del

hombrey variosanimales.Seconsiderapatógenooportunistt.

La especieaisladacon mayorfrecuencia en infeccionesocularesesla M lacunata,

responsablede blefaroconjuntivitiscrónicasque se localizan en los márgenespalpebrales

cercanosa los ángulosde los ojos, con producciónde un exudadomucopurulento.En

ocasionespuedenevolucionar a una úlcera corneal. Es probableque la infección pueda

originarseen la nasofaringede los propiosindividuos46.

La úlceraes indolora, ovaladay periférica(en el tercio inferior de la córnea),con

bordeexcavadoen direcciónal centro corneal.Sueleserlocalizaday de evolucióntórpida,

avanzandoen profundidadhaciael estromaconpocareacciónde la cámaraanteriory sólo

en cercade la mitad de los casospresentahipopión>3. Generalmenteafectaa un huésped

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

1.7.6.-Enterobacteriaceae

Las especiescomo E. cok, Aerobactery Proteus son poco frecuentescomo

responsablesde queratitis.

El agenteque con másfrecuenciaseaíslaen las infeccionesocularesde estegrupo

es el Proteusvulgarist que origina queratitismuy severas,con perforacióny úlceras

anulares.

U.C.M FacultaddeMedicina 19



Introducción

Serranamarcescensesun organismooportunistaque seencuentraen el suelo, pero

no en la conjuntivanormal. Se ha observadoen los estuchesde las lentesde contacto.Su

acciónvienemediadapor una endotoxinay una proteinasaque puedencausarinfiltrados

estromalesperiféricosy úlceracornealparacentralseveracon perforación’4.

Klebsíella seha encontradocomo responsablede úlcerascornealesen individuos

debilitados.

1.7.7.-EsDeciesdeBacUlus

Bacilos gram positivos, aerobiosobligadoso facultativos, a menudo móviles por

flageloslaterales,forman esporasen posición central o paracentral,que no deformanla

bacteria.En el estadode esporulaciónpuedenproducir antibióticos.Crecenfácilmenteen

mediosde cultivo comunes.Sonmuy ubicuosen la naturaleza,aislándosedel suelo,aguay

polvo; alguna especieforma parte de la flora intestinal normal del hombre y algunos

animales46.

Bacílluscereusesel patógenoocularmásimportanteen sugéneroy posiblemente

uno de los organismosmás destructivosque afectan al ojo. La mayoría de los casos

procedende una diseminaciónhematógena,generalmenteentre individuos ADVP. La

panofialmitispuedeseguira un traumatismopenetranteproducidoporun cuerpoextraño

metálico. De forma característicaapareceun cuadro de dolor severoen las primeras

24 horasde la lesión, seguidode quemosis,edemaperiorbitarioy proptosisextrema.Poco

después se instala una febrícula acompañada de leucocitosis moderada por

polimorfonucleares.Se forma un anillo de edemaen la córneaperiférica seguido del

desarrollorápido de un abscesocornealcircunferencial. Debe sospecharseinfecciónpor

B. cereusen todalesiónpenetrantecausadaporun cuerpoextrañometálicoque seproduce

en un ambienteen el quela contaminacióncon tierraesposible.

U.CM FacultaddeMedicina 20



Introducción

1 8- DIAGNÓSTICO

Es imprescindibleel diagnósticoetiológico, sobretodo en las úlcerascentrales”.El

curso, la morfologíaclínica de la lesión corneal y una extensióncitológica puedenserde

granvalor parainiciar el tratamiento.El cultivo esobligatorio.

A excepcióntal vezdel cursofulminantey la necrosisextensatípicasde la queratitis

por Pseudomonas,el cuadro clínico es en extremo inespecífico, sin olvidar que una

queratitis previamentetratadao una queratopatiasobreinfectada(úlcerasneurotróficas,

metaherpéticas,etc.) puedenpresentarun cuadroclínico totalmentediferenteal habitual

para el germende que se trate. Por lo tanto, sería arriesgadoinstaurarun tratamiento

específicopor la simpleaparienciaclínica.

El examencon fluoresceínadebehacerseantesdeevaluarla sensibilidadcorneal, ya

queestapruebapuededejarpuntoso lineasque se teñirían.La sensibilidaddisminuyeen la

queratitisporherpessimple.

El estudio microbiológico nos confirmará o descartaráel carácter infeccioso

bacterianodel proceso,y nos permitirá establecerunasguíasacercade la sensibilidaddel

germen causal a los diferentes antibióticos. Hay que realizarlo antes de cualquier

tratamiento,especialmenteantibiótico,ya queun tratamientoprevio incorrectopuedehacer

imposiblela identificaciónposteriordel germencausaly creamosgrandesdificultadespara

sutratamiento.

La tinción de Gramevidenciabacteriasy levaduras;la de Giemsamuestralas hifas,

las célulasgigantesmultinucleadas,las inclusionesintracitoplasmáticasy las características

morfológicascelulares’6. Las inclusionesintranuclearespuedenverse con la tinción de

Papanicolaucon fijadores ácidos.Deben reservarsevarios portaobjetosadicionalespara

tincionesespecialesaefectuarmásadelantesi seconsideraranecesano.
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La extensiónteñida con Gram, cuando sea positiva nos permitirá realizar una

primera identificacióngenéricadel germencausaly orientarel tratamientoinicial con más

precisión. Sin embargo,el Gramtampocotieneun valor absoluto: en el 20% de los casos

esnegativo,el 20%muestradoso másgérmenesy sólo el 60%muestraun únicogermen’3.

Aún en los casospositivos,la correctaidentificacióndel germencausaldeterminada

por su concordanciacon el resultadofinal del cultivo no se consigueen todos los casos.

Puedencometerseerroresporconfusióncon la flora normal de la capalagrimal,pormala

técnica de tinción que provoca una lesión de la pared bacteriana que altera sus

característicastincionales,o portratamientosantibióticosprevios.

En los casosen que el Gram muestraun único germen, la identificación correcta

del mismo seconsigueen un 75% de los casos,siendosu fiabilidad mucho mayor cuando

setratadebacilosgramnegativoso cocosgrampositivos(hastaun 89-90%)y muy inferior

si setrata de bacilosgram positivos o cocosgram negativos(sólo en 25%). Cuandoel

Gram muestrados o mas gérmenes,la correctaidentificación se consiguesólo en un

37% ¡7, iS

El medio de agar sangrepermite el crecimiento de la mayoría de los agentes

patógenosaerobiosy algunoshongos.En agarchocolatecrecenlas especiesdeMoraxella,

Neisseriay Haemophílus.El caldo de tioglicolato poseeun agentereductoren donde

crecenlos organismosaerobiosy los anaerobios(Actynomices);los primeroscrecencerca

de la superficiey los segundospordebajode ella. El medio deLówenstein-Jensenpuede

usarseparael cultivo deMycobacteríumy Nocardia, El medio de Thayer-Martinesun

agar chocolateenriquecidoque contieneantibióticosy esde elecciónparaNeísseria.El

mediode Sabouraudsin cicloheximida(un inhibidor de hongossaprófitos)esselectivopara

hongos,tiene un pH ácido que inhibe el crecimientobacterianoy seincubaa temperatura

ambiente(260C).
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El trabajomínimo del laboratorioconsistiráen un Gramy un cultivo en agarsangre.

Si sesospechala existenciade hongos,seharáun cultivo adicionalen Sabouraud.Y si se

disponede material suficientedebehacerseun Giemsay un tioglicolato.

Cultivos negativosde 3 a 11 días puedenindicar úlcera no bacteriana,que el

tratamientoantibióticoprevioha inhibido el crecimientodel organismo,que sehantomado

muestrasinadecuadaso técnicasde cultivo inadecuadas.Los cultivos enanaerobiosisdeben

realizarsecuandopersistela infección. Además, debe buscarsesiemprela existenciade

parásitos.

1.9.-TRATAMIENTO

El caráctergravey la evolucióna vecesmuy rápidade las úlcerasbacterianasno

permiteesperarlos doso tresdíasprecisosparatenerlos resultadosde los cultivos.

La eleccióndel antibiótico a utilizar de forma inicial se atendráa los siguientes

criterios: frecuencia,cuadroclínico y tinción con Gram. Se aconsejautilizar siempreque

sea posible un solo antibiótico, pero por otro lado, la extremavariabilidad de gérmenes

causantesde una queratitishaceimposible diseñarunapautaque cubratotalmentetodo el

espectrode gérmenes.

Confirmadala naturalezabacterianade la úlcera, la eleccióndel antimicrobiano

vendrádeterminadapor el resultadode las pruebasde sensibilidad,lo cual nos permitirá

corregiro seguircon el tratamiento~

En principio, no todos los antibióticostieneno actúancon el mismo mecanismode

acciónsobrela bacteriay no todos tienenuna capacidadde penetraciónocular suficiente

para serelegidoscomo tratamiento51.Por ello, a igualdadsensibilidadantimicrobianase
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elegiránlos antibióticosmejortolerados,los queposeanunamayorconcentracióncornealy

los queal mismo tiemposeanmáseconómicos58.

Los objetivos que se persiguencon el tratamiento son detener las alteraciones

estructuralesadicionales,promoverla curacióndel estromay la reepitelizacióncorneal59.

En general, la vía de administraciónmásutilizada es la tópica medianteel uso de

gotas fortificadas. Y, así, segúnel microorganismoinfectantelas indicacionesactuales

aconsejanutilizar cefalosporinasfrente a Streptococcusy Staphy¡ococcus60,las cuales

generalmenteson más activas contra la penicilasa de estas bacteriasque bacitracina,

eritromicina y lincomicina’6. Penicilina G se aconsejafrente a cocos gram negativos

(Ne¡ssería)y aminoglucósidosfrentea bacilos gram positivos (Corynebacteríum)y gram

negativos(Pseudomonas).

Enlas úlcerasextensasse administraráuna inyecciónsubconjuntivalde cefazolinay

tobramicinao gentamicina,en esperade los cultivos22.

El tratamientosistémicodebereservarsepara la supuraciónescleralo paraimpedir

la perforacióncornealo en los casosen que estaexista6t, y sehará con cefazolinaen el

caso de cocos y con aminoglucósidosantipseudomonas(AGAP) en el caso de bacilos.

También se utiliza esta vía en situaciones especialescomo es el caso de la

queratoconjuntivitistuberculosa22.

No obstante,a pesarde los avancesen el tratamiento,el resultadode las UC es,a

menudo,no satisfactorioy la experienciaclínica y los estudiosexperimentalesin vivo

enfatizanla importanciacrucial de un inicio precozdel tratamiento,e invitan a labúsqueda

denuevosantimicrobianos.
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2.- ANTIMICROBLANOS

2.1.- OFLOXACINO

Análogo del ácido nalidíxico, es un quimioterápicode síntesis introducido en la

prácticaclínica en los años8 5/86. Activo por vía oral, actúabloqueandola acciónde la

ADN-girasa bacterianainhibiendo la síntesis del ADN. Bactericida rápido, de amplio

espectro.Superfil farmacocinéticoessuperioral del ciprofloxacíno.

2.1.1.- Estructura química

Derivado de la piridonaácidocarboxílico,la introducción de un átomo de flúor en

posición 6, y de un anillo pipercinaen posición7, lo clasifica dentro de las quinolonas

fluoradas.Posee,además,un enlaceen anillo del nitrógeno 1 y el carbono 8 del núcleo

quinolónicoy un grupometilo en la posicióncarbono3 del anillo oxacina62.

H
3C

o

Fig. 1: Estructuraquímicadeofloxacino.

2.1.2.- Propiedades fisico-quimicas

Cristales o polvo cristalino opalescente,

Termorresistentey estable a temperaturaambiente,

blancuzco a amarillo pálido.

fotosensible, inodoro, de sabor
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amargo,muy soluble en ácido acético glacial, poco soluble en cloroformo, ligeramente

solubleen agua,metanol,etanoly acetona,y muy pocosolubleen acetatode etilo.

2.1.3.-Mecanismo de acción

Las moléculasde antibiótico penetranal interior de la celulabacterianaa travésde

las pomasy medianteun mecanismoactivo de la membranacitoplasmática.El gradode

penetraciónno estárelacionadocon la mayor o menor actividadantibacterianani con la

concentraciónexternade moléculasde antibiótico63. Una vez dentro, sefijan a la ADN-

girasa impidiendo -a concentracionesaltas- la preparacióndel ADN para la transcripción,

mientrasqueabajasconcentracionessebloqueala replicación.

El mecanismoprimario de acciónde las quinolonases la inhibición específicade la

ADN-girasa bacteriana, -[topoisomerasa de tipo II formada por dos subunidadesA

(codificadaspor el gengyr A) y dos subunidadesB (codificadaspor el gen gyr B). Las

primeras introducenpuntos de rotura alternosen zigzag en los camposdel ADN. Las

segundassuperenrollanlos camposde ADN, y las subunidadesA reconectannuevamente

los puntos de escisión del ADN]-64’ 65 evitando la reconexiónde los puntos de escisión

introducidos en el ADN por la unión de la quinolona a una de las bridas del ADN

impidiendola formaciónde los buclesde enrollamiento.Lo cual produceuna expansióny

desestabilizacióndel ADN que no tendrá espaciosuficiente en el interior de la célula

bacterianay junto con la producciónde exonucleasasseproducirála muertecelulaÑ6~9.

Existe un segundomecanismode acciónde las quinolonasno relacionadocon el

ALEN ni con la síntesis proteicay que se ha demostradocon la adición de rifampicina,

cloranfenicol y tiamfenicol a la concentracióncon mayor actividad de quinolona. Se ha

visto que con la excepciónde ciprofloxacino y ofloxacino, estosfármacossuprimenel

efectobactericidade las quinolonas,mientrasque con ellos esteefecto sereduce,pero no

se suprime.

U. CM. FacultaddeMedicina 26



Introducción

Por otro lado, todas las quinolonastienen una curva de respuestabifásica que

condicionaque a concentracionessuperioresa las óptimasque inhiben la síntesisde ARN

sereduzca,hastacierto punto, el efectobactericida.Sin embargo,ofloxacino sólo presenta

un 1% de supervivenciabacterianapor encima de ~us concentracionesóptimas, en

comparacióncon la supervivenciade másdel 10% de otrasquinolonas.Todo ello indica la

existenciade unasegundaacciónde ofloxacinoindependientedelARIN67.

2.1.4.-Actividad antimicrobiana

Tiene un amplio espectroantibactenanoque abarcaa la mayonade los gram

negativosy amuchoscocosy bacilosgrampositivosy algunosanaerobios

Es muy activo frentea enterobacterias:especiesde Citrobacter, Enterobacter,

E. cok, K/ebsie//a,Morgane/la morganil, Proteus (mirabí/is y cepasindolpositivas)70,

Sa/mone/la,SArige/la y Yers¡ma enteroco/itica; especiesde Providenciay Serrada son

menos sensibles.Activo frente a especiesde Neisseria (gonorrhoeaey meníngitídis),

Acinetobacter7t,y Branhamellacatarrha/1s72. Activo sobre especiesde Haemophi/us

(ínfluenzae,parainfluenzaey ducrey)73. Tambiéntiene actividad frente a Pseudomona

aeruginosa70~ Aeromonasy Plesiomonas; sobre Vibrío, Campy/obacterjejuní y

Campy/obacter co/fi5-78. Activo frente a Legionel/a pneumophi/a79’~ Bruce1/a,

Alcailgenes,Flavobacteríumy Fusobacter¡um8t.

Entrelos gram positivoses activo frentea £ aureusy especiesde Staphy/ococcus

coagulasa-negativas74~82 Presentaactividad variable frente a Streptococcusfaecaks,

Sireptococcuspneumoníaey Streptococcushemolíticos70. Activo sobre especiesde

Bací/lusy Corynebacterium.

Es capazde penetraral interior celular y actuarsobreChlamydíatrachomatis83,

Ch/amydia psittaci, Mycobacteríum tuberculosis8486, Mycobacteríum fortuitum,
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Mycobacteriumkansasii y Mycoplasmapneumoniae.Ofloxacino es el más activo de los

,nhibidoresde la girasafrentea Ureap/asmaurea/yhcum87.

Algunos microorganismosanaerobios, incluyendo Prevotel/a me/aninogéníca,

Bacteroidesfragilis70-81’~ y Clostr¡dwmwe/chi89sonmoderadamentesensibles.

Es activo frente a muchas cepas resistentesa otros agentesantibacterianos,

incluyendo a Sa¿phylococcusaureus resistente a meticilina, Neisseria gonorrhoeae

resistentea penicilina y productorade beta-lactamasa,Haemophilusinfluenzaeproductor

de beta-lactamasa,y una amplia gamade microorganismosresistentesa ampicilina y al

ácido nalidixico90’91. Tienen una sensibilidad variable Síreptococcuspneumoniae,

Gardnere¡/a vagina/ls, Pseudomonas,Acinetobacter, Bacteroides, Mícobacterias y

Chlamydíapsittaci. Y sonnormalmenteresistentesC/ostrídiumd4ffici/ey Nocardid’6’ ~

2.1.5. - Desarrollo de resistencias

No seproduceun desarrollorápido de resistenciabactenanaa su acción92.No se

han publicado resistenciasmediadaspor plásmidos, lo cual puedeser debido a que el

mecanismode acción de esteantibiótico, que incluye la alteración del ADN bacteriano,

hacemuy pocoprobableestetipo de resistencia.

Tampoco estánclaros los mecanismosde resistencia.Se ha comentadoque las

alteracionesen las proteínasde la membranaexternapodríancontribuir al desarrollode

resistenciaa las quinolonas. Por ello, las resistenciasde importancia clínica serán

fUndamentalmentecromosómicas,por la modificación de las subunidadesA y B de la

ADN-girasaen ciertascepasdeE. co/P3’ ~.
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La incidencia de mutacionespuntualesespontáneasresistentesa concentraciones

elevadasde quinolonases baja. No obstante,se ha observadoaparición de mutantes

resistentesen monoterapiay en osteomielitis o infecciones broncopulmonares por

P. aeruginosao Staphy/ococcusen las que existe un gran númerode microorganismosen

lugaresdondela penetracióndel antibiótico eslimitada, o con cuerposextraños95.

Sin embargo,in viti-o es fácil seleccionarbacteriasresistentesmediantecultivos

sucesivosen concentracionessubinhibidorasde las mismas.Esto ocurre,particularmente,

con P. aeruginosa, pero no con E. cok, y parecedebersea que P. aeruginosaprecisa

concentracionesmásaltasparainhibirse96-98.

Se ha descritoresistenciacruzadaentre las quinolonasy entrequinolonasy otros

antibióticos99’02.

2.1.6.-Indicaciones clínicas

Varios estudioshan mostradoel papelpreventivode ofloxacínoen la endoftalmitis

y en estudiosde penetraciónintracamerular’03’104 y la efectividaddeotrasquinolonasen las

infeccionesde la cámaraanteriordel ojo en humanos’05.Siendoefectivasen el tratamiento

de infeccionespor Enterobacteriaceae,quizásofloxacino, pefioxacinoy fleroxacino sean

más adecuadasparaStaphylococcusy ciprofloxacino para P. aeruginosa. Aconsejando

administrarlas mas altasdosispermitidasdespuésde determinarla CMI de cada cepa,

sobretodo en el casode las Pseudomonas’06.Y se ha visto un grado de penetración

íntraocularen humor acuosoy vitreo similar paraofloxacino y ciprofloxacinoque parecen

seralgomásaltosquelos esperadoscon penicilinasy cefalosporinas’03’107,108

Ha mostrado su eficacia en pacientescon infecciones oftalmológicas. Oishi y

Tokudahan encontradobuenosresultadoscon el uso de ofloxacino en el tratamientode

pacientescon blefaritis, meibonitis, orzuelos,conjuntivitis, dacriocistitisagudasy úlceras
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cornealescausadas,la mayoría de ellas, por Staphy/ococcusy señalaronuna mayor

resistenciade los Streptococcusal tratamiento~08’109

2.1.7.-Farniacolo2ía ocular

El carácterdual lipo e hidrofilico de ofloxacinojunto a subajo PM que permiteel

paso del antibiótico por simple difusión a travésde los espaciosintercelularesy su baja

unióna las proteínasde las lágrimasy de los exudadosinflamatoriosle haceninteresanteen

cuantoasucomportamientoen el transporteocular.No sesabesi eseliminadoactivamente

por la ruta retinal comolos betalactámicoso pasivamentepor la ruta anterior como los

aminoglucósidos.Perotodo ello sugiereunamayorabsorcióny penetrabilidadocular en la

aplicacióntópica, pennitiendoalcanzarconcentracioneselevadasen toda la córneaparael

tratamientode las infeccionesocularescausadaspor la mayoríadelas bacteriascomunesen

ojosenfermos.

Lasconcentracionesde ofloxacinoson másaltasen los tejidos extraocularesqueen

los intraoculares,alcanzandoen córnea concentracionesde 3-4 ig/g. Y ello está por

encima de su CMI para la mayoríade los organismosgram positivos y negativos.En

humor acuoso por vía IV 400 mg de ofloxacino consiguenmejores concentraciones

(0’44-277 ¡g/mJ) que la misma cantidadde ciprofloxacino (0í 1-05 pg/ml) aunquepor

debajode las encontradasconenoxacino(í’04-4’3 1 pg/m~’O5. 106

Por vía oral ofloxacinoha mostradouna altautilidad clínica en el tratamientode las

enfermedadesinfecciosasde los ojos cuya causaprincipal bacterianason los cocosgram

positivos. Poseeun efectoantibacterianosuperioral ácidonalidixico y al ácido pipemidico

sobreaisladosclínicos de £ aureusy P. aeruginosa,siendosu CMI 4-5 vecesmásbajaque

la del ácido pipemidicoparaP. aeruginosaliO-1i2
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En conejosla administraciónpor vía oral de 20 mg/Kg de ofloxacino originó una

mayor concentraciónen la córneay mayor pico sérico que ciprofloxacino (50 mg¡Kg)

siendo las concentracionesen humor acuosoiguales. Frentea enoxacino(20 mg/’Kg) se

encontraronmayoresconcentracionesen la córnea,pero el pico sérico y la concentración

en humoracuosofueronequiparables.Y la distribuciónen los tejidos ocularesexternosfue

casi la misma que la sérica’05. Y así, con ofloxacino en la
1a hora se hallaron

concentracionesde 3’3-5’8 ~±g/mIen plasma,de 261 ~ig/mlen córneay de 02-032 pg/ml

en humor acuoso,siendolas concentracionesen la ~ahora de 1t4 pg/ml en plasmay de

004 ~.tg/mlen humoracuoso.

En humanoscon unadosisoral de 200 mg seobtieneun pico séricode 264 pg/ml

con una vida media de 5 horasy una concentraciónen humor acuosode 158 pg/ml’
09.

Dosis de 3 00-600 mg/día durantedos semanashan demostradouna efectividad clínica

global en infeccionesexternasde los ojos superior(94%) a la presentadapor enoxacinoy

ciprofloxacino(808 y 79%respectivamente).Sobrelas úlcerascornealesla efectividadfUe

superiora la de enoxacino(50%), pero inferior (70%)a la de ciprofloxacino(100%)~~~.¡13

Estudiosexperimentalesen conejoshan obtenido concentracionesen las lágrimas

superioresa la CMI 90 (2 jig/ml) de organismosgrampositivosy gramnegativospormas

de 5 horas,conunosnivelesen humoracuosode 034 mg/l y un pico séricode 58 mg/l tras

la aplicacióntópica de una soluciónde ofloxacino al 03% 108, 1i4 Tambiéncon colirio de

lomefloxacino al 0’3% se han encontradobuenosresultadosen el tratamientode queratitis

por£ epidermidisy P. aeruginosa.

En humanosla instilaciónpor 4 horasde colirio de ofloxacinoal 03% harevelado

concentracionesen las lágrimasde I’2-22’2 pg/ml con unamediade 96 + 824 ES, durante

el tiempoen que serealizanlas mediciones”5.Porotro lado, un estudioqueaplicó 1 gota

de ofloxacino al 03% en cadaojo cada6 horasdurante 10 días, mostró un rango de

concentraciónen las lágrimasde 2’25-66’6 ~g/gentre5 a40’ trasla dosis(n = 5). Pesea la

variabilidadencontradaen la aplicacióntópica, estosvaloresseconsideranmásaltosque la
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CMI de ofloxacino para la mayoría de los

suero (042~163 ng/mi) a los 10 días

aproximadamente1.000vecesmenorque el

(1 ¡ig/ml)”6.

patógenosoculares.Los concentracionesen

indicaron una absorción sistémica baja,

nivel esperadotras una dosisoral de 300 mg

2.1.8.- Interacciones bacteriológicas

Se ha descritosinergiain viti-o cuandose asociacon rifampicinao isoniacidafrente

a Mycobacteríumtubercu/osis’‘~. Sinergia frente a 5. aureus e indiferencia frentea

£ epídermidísal combinarlocon cumermicina’~ Rifampicinay cloranfenicol antagonizan

la actividadde ofloxacino frentea E. cok66.Sin embargo,presentanindiferenciafrente a

Pseudomonacepacia’~

2.1.9.- Toxicidad y efectos secundarios

No tieneactividad lesiva contrael epitelio corneal, aunqueseha descritoardor o

escozorlocal tras su administración’20’12i

2.1.10.-Contraindicaciones

Hipersensibilidada las 4-quinolonas.
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2.2.-TL4MFENICOL

Sintetizadopor Cutíery cols.’22 en 1952. Estrictamentebacteriostáticoiii viti-o e

in vivo, de amplio espectro,actúainhibiendola síntesisproteicade las bacterias.

2.2.1.- Estructura química

Análogo químico del cloranfenicol’23’ 124, en el cual el grupo nitro en posiciónpara

en el anillo bencénicoha sido sustituidopor un grupo sulfometil, lo que le confieremayor

solubilidad y estabilidad en las solucionesy menor toxicidad hematológicaque el

cloranfenicol’25-’27.

CH
2S02 — CHOH-CH-CHpH

NH-co-cHCL 2

Fíg. 2: Estructuraquímicadetiamíenicol.

2.2.2.- Propiedades ¡hico-químicas

Cristalesblancoamarillentoso incoloros, de saboramargo, poco soluble en agua

salvo en forma de glicinato, muy solubleen propilenglicol, etanol y butanol. La solución

acuosaesmuy establea pH 5, pudiendodejarseindefinidamentea temperaturaambiente.

Puedeseradministradoporvía parenteralo tópicasin provocardolor ni reaccioneslocales

o generales.
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2.2.3.- Mecanismo de acción

Seunede formareversiblea la subunidad50 5 ribosomal(cercadel lugarde acción

de los macrólidos y de la clindamicina, a la cual inhibe de forma competitiva)

tnterrumpiendo,específicamente,la fijación de la parteterminal de los sustratosamínoacíl-

ARN-transportadoresal sitio aceptorde la peptidil-transferasa’28,con lo que bloqueala

biosíntesisde proteínasbacterianas’29,en el paso concretode la formación del enlace

peptídico’30131 La exposiciónde una bacteriasensiblea esteantibiótico causa,pues,el

ceseinmediatodela síntesisde las proteínaspero no de los ácidosnucleicos’32.

2.2.4.- Actividad antimicrobiana

Es activo sobrecocosgram positivos (Staphy¡ococcusspp., Streptococcusalfa y

beta hemolíticos, £ faeca/is y £ pneumoniae)y sobre gram negativos (Neisseria

meníngitídisy gonorrhoeae).Suespectrode actividadseextiendeabacilosgrampositivos

(Corynebacterium,Bací//us anthracis y Listería monocytogenes),y gram negativos

(Haemophi/us,Bordete//a,Bruce//a,Pasteure/lay Yersinia). Activo sobreun grannúmero

de enterobacteriasy especialmentesobretodo tipo de salmonelas.Actúa tambiénsobre

espiroquetas(tanto treponemas como leptospiras), y sobre rickettsias, clamidias,

micoplasmasy actinomices.

Muy activo sobrelos anaerobiosgrampositivos (C¿?ostridiumy cocos)comogram

negativos(Bacteroideso Fusobacteríum),siendoparaalgunosautoresde elecciónen las

infeccionescausadaspor estosmicroorganismosantesde conocerel antibiograma133,y

considerándosedelos agentesmásactivoscontra~
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2.2.5.- Desarrollo de resistencias

Puedesercromosómica,por impermeabilidadde la célulabacterianaal antibióticoy

extracromosómica,debido a la acetilación por acetil-transferasascodificadas por un

plásmido. La acetil-transferasapareceser constitutiva en E. co/i y Proteusmirabí/is e

inducibleen Staphy/ococcuscoagulasapositivo y negativo’35.

2.2.6.-Indicaciones clínicas

Puedereemplazarcompletamenteal cloranfenicol en sus diversosusosclínicos136.

Es pues,unaalternativaterapéuticaparalas infeccionesbacterianasagudasexternasdel ojo

causadaspor H. influenzae,N gonorrhoeae,£ aureus,£ pneumoniaeo £ vuridans e

infeccionesestafilocócicasporcepasresistentesapenicilinasen dondeexisteunaindicación

claray absolutamentenecesariade cloranfenicol.

2.2.7.- Farmacología ocular

Su liposolubilidad y menor PM que ofloxacino y aminoglucósidosfacilitan la

penetracióny difusión intracorneal.Su absorciónrápiday extensacon muy bajaunión a

proteínasplasmáticas(5-10%)y una vida media larga de 3 horas,permite obteneraltos

nivelesséricospor encimade la CMI de la mayoría de los gérmenessensibles,cualquiera

queseala vía de administración(oral, JM, IV), con unasconcentracionesen humoracuoso

quesonel 30-50%de las séricas’”.

Estudiospreviosin viti-o en córneasde cerdo’37 hanpuestode manifiestola buena

absorcióndel tiamfenicol (TP) a través de la córnea,alcanzandonivelesen humor acuoso

quesedetectanporlargotiempo.
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En conejos,la administraciónoral de 200 mg/Kg origina unos niveles en humor

acuosode 5 ~sg/mla la hora que se van incrementandoconformepasael tiempo siendo de

9’6 jg/ml en la 4~ horay de 14 pg/ml en la & horay no detectándosealas 10 horas.

En humanosdosis IM de 750 mg consiguenuna buenapenetraciónocular con

concentracioneselevadasde 2’4 pg/ml a las 4 horasy de 17 ~xg/m1a las 6 horasde su

administración’38. Dosis de 15 g/IM ó IV consiguenconcentracionesséricasmediasde

10-11 pg/ml a la hora quedesciendena 2 jsg/rnl en la sextahora con unavida media de

15 horas.Porvía oral 1 g alcanzaun pico séricode 625 gg/ml entre 15 y 2 horascon un

máximo entre la 2~ y la
4a hora, y con una segundadosis se alcanzanconcentraciones

séricasde 125 pg/ml.

La aplicación tópica de colirio de tiamfenicol al 0’5% penetrarápidamenteen la

córnea,alcanzandoun pico en humor acuosode 1 l0’2 + 24 ng/ml a los 45 minutosy

permanecea una concentraciónde 354 + SA ng/ml a las 4 horas.La buenaabsorción

oculardel tiamfenicol se ha confirmadopor las concentracionesobservadasen plasmatras

la instilación, con una concentraciónmáximade 123 + 13 ng/mi a la hora de la instilación.

La disminución de las concentracionesdel tiamfenicol es lenta con valores de

29 + 0’2 ng/ml a las 4 horas.

Estasconcentracionesalcanzadasen el plasmatras la instilación ocular son 1.000

veces inferioresa las alcanzadascon dosis habitualespor vía endovenosausadasen las

enfermedadesinfecciosas.El AUC tras el tratamientotópico es aproximadamente600

vecesmásbajoque el obtenidocon el tratamientoendovenoso.La biodisponibilidadocular

absolutafue del 162%cuandosehalló el AUC y del 34% de los valoresde la excreción

urinaria,permitiendoexcluir la toxicidadsistémicadel tiamfenicolen colirio’”.
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2.2.8.- Interacciones bacteriológicas

Puedeexistir antagonismocon aminoglucósidos’39’i40 macrólidosy lincosamidasy,

en términosgenerales,con penicilinasy cefalosporinas.

2.2.9. - Toxicidad y efectossecundarios

No se ha descritotoxicidad sistémicadel tiamfenicol en solución al 0’5% por vía

tópica en oftalmología’37.No obstante,seaconsejano prolongarlos tratamientosmasde

14 días.

Se ha descritoun casode aplasiamedulartotal irreversibledespuésdel tratamiento

con tianifenicol a dosisde 750 mg/díaen semanasalternasdurante6 mesest4t.Por ello,

cuando se useen oftalmología por vía sistémicadeben hacersecontrolesde recuento

sanguíneoparaevitaragranulocitosis.

2.2.10.- Contraindicaciones

Hipersensibilidadatiamfenicol, deficienciashematopoyéticas.
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2.3.-RIFAMPICINA

Antibiótico semisintéticode la familia de las rifamicinas,descubiertaspor Sensi y

cols.’42 en 1957. Bactericida,de amplio espectro,actúa inhibiendo la síntesis del ADN

bacterianodurantela fasede crecimiento.

2.3.1.-Estructura química

Presentauna estructuramacrocíclicacomplejacompuestade dos partes:un núcleo

nafioquinona(1,4-dihidronaflaleno)y una cadenaalifática con cinco gruposmetilo que, a

modode puente,unedosextremosdel ciclo naftoquinónico.

CH
3 cw

o

CH==N—N N—CH3

Fig. 3: Estructuraquímicaderifampicina.

Cw
o
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2.3.2. - Propiedades físico-químicas

Cristales rojoanaranjados,poco hidrosoluble salvo a pH ácido, soluble en

disolventes orgánicos como acetona, metanol, etanol, etc., liposoluble. Presenta

fotosensibilidadpor lo que debeserresguardadode la luz.

2.3.3.-Mecanismo de acción

Inhibe la síntesisdel ADN bacterianoal unirsea la ARN-polimerasaal inicio de la

transcripción,antesde la formación del primer enlacenucleotidico’29,bien porque inhibe

competitivamentela unión o porqueinterfiere con el alineamientocorrecto de la ARN-

polimerasaen relacióncon el ADN bacteriano.

No tiene acciónsobrela ARN-polimerasaeucariótica,pero al poderpenetraren su

interior, resultaactiva sobremicroorganismosintracelulares(AL tubercu/osis,frute//a,

etc.)”3.

Ejercesu acciónbactericidasobreorganismossensiblesque seencuentranen fase

de crecimiento.

2.3.4.- Actividad antimicrobiana

Es activa sobrecocosgram positivos (Stap/zylococcusspp., Streptococcusalfa y

betahemolíticos,incluido el S. pneumoniae,siendo inefectivafrenteal S- faecalis)y sobre

gram negativos (Neisseriameningitídísy gonorrhoeae). Su espectrode actividad se

extiende a bacilos gram positivos (Corynebacteríumdiphtheriae, Baci//us anthracis,

Listeriamonocytogenesy C/ostridium)í~.
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Presentaescasaactividadfrenteabacilosgramnegativosaerobios,aunque,desdeel

punto de vista de su actividad in viti-o, puedanincluirse en su espectroa Brucel/a,

Haemophi/usy cepas de Escherichia cok, Proteusmirabiks, Salmone/la,Shige//a y

Moraxe1/a. Pseudomonaspseudoma/leieshabitualmentesensible145.

Activa sobre bacilosgram negativosanaerobiosestrictos(Bacteroidesy algunas

especiesde Fusobacterium).Activa in vivo frente a leishmanias.No presentaactividad

frente a espiroquetas,micoplasmas,resto de protozoos y hongos, a excepción de

Actinomycesnaes/undí.Activa sobreCh/amydiatrachomatis.

Muy activa frente a micobacterias,incluyendo a AL tuberculosis,micobacterias

atípicasy AL leprae.

Presentaactividad sobre algunos virus que poseen ADN e inducen ARN-

polimerasas,como adenovirusy poxvirus (vacuna).

2.3.5.- Desarrollo de resistencias

Se han descritocuatrotipos de resistencia:1) Cromosómicade tipo facultativo en

uno o varios escalones(E. cok). 2) Cromosómicatipo estreptomicinaen un sólo escalón

(Staphy/ococcus)y conunatasade mutanteselevada,pudiendoaparecerla resistenciaen el

cursodel tratamiento.3) Cromosómicatipo penicilina en varios escalones(micobacterias),

con una tasa de mutantesbaja. 4) Extracromosómicapor factoresR en bacilos gram

negativosHt

No presentaresistenciacruzadacon otros antibióticos, excepto con las demás

rifamicinas.
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2.3.6.- Indicaciones clínicas

En solución acuosaal 1% con la sal sódicade rifamicina SV está indicadaen el

tratamientode las infeccionesocularescausadasporgérmenessensibles,fUndamentalmente

cocosgram positivos’44’ ‘~, y asíha probadosu eficacia en el tratamientode conjuntivitis

bacterianasagudas,subagudasy crónicas,enblefaritis infectadasy dacriocistitissupuradas.

Tambiénseha recomendadosu uso en la profilaxis de las infeccionesquirúrgicas’46

y en la limpieza del poío anteriorocular despuésde las múltiples exploracionesque se

realizanen la prácticadiariaoftalmológica.

2.3.7.- Farmacolo2ía ocular

Presentaunabuenaabsorcióny penetrabilidadocularen la aplicación tópica al ser

ácidoestable, lo cual le confiereuna mayor hidrosolubilidadcorneal, aunquesu difusión

simplea travésde los espaciosintercelularesseveainterferidaporsu alto PM y su también

elevadoporcentajede unión a lasproteínas.Lavida mediaesde unas3 horas’36.

La administracióndeuna dosisúnicaoral en el adultode06 g de rifampicina(RA)

origina una concentraciónsérica máxima de 8-10 mcglinl a las 4 horas, alcanzando

concentracionesmayoresa la séricaen las glándulaslacrimalesy lágrimas que sepueden

pigmentarde un tinte ¡-ojoanaranjadopor la presenciadel antibiótico o sus metabolitos

activos en ellas. En LCR alcanzaentreun 3 y un 8% de los valoresséricos,aumentando

estevalor encasode inflamaciónde la barrerahematoencefálica’47.
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2.3.8.- Interacciones bacteriológicas

Iii viti-o puedeserantagónicacon betalactámicos,ácidonalidíxico y nitroflirantoina.

Sinérgica con aminoglucósidos,macrólidos, tetraciclinas, polimixinas, vancomícínay

virgiiamicina. Puede potenciar el efecto antimicótico de la anfotericina B y de la

5-fluorcitosinafrentea los hongoslevaduriformes’44.

2.3.9.- Toxicidad y efectos secundarios

Se havisto irritación conjuntival y pigmentaciónrojoanaranjadatransitoriatras su

aplicaciónlocal. Sehandescritoalgunasreaccionesalérgicas.

2.3.10.-Contraindicaciones

Hipersensibilidadarifamicínas.
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2.4 - AMINOGLUCÓSIDOS: GENTAMICINA - TOBRAMICINA.

Antibióticos naturaleso semisintéticos,primariamentebactericidas(a excepciónde

espectinomicina),de amplio espectro,actúaninhibiendo la síntesisproteicade las bacterias

sensiblesdurantela fasede crecimiento.

Gentamicina(GM) procededel actinomicetoMicromonospora,estudiaday descrita

por primeravez por Weinsteiny cols. en 1963, fUe aislada,purificaday caracterizadapor

Rosseloty cols.’48 en 1964.

Tobramicina(NiN) fUe introducidaen la práctica.clíicaen los años70, producida

por Streptomycestenebrarius’49. Su actividad antimicrobianay su toxicidad son muy

semejantesa gentamicina. Ambos poseen un espectro de acción más amplio que

kanamicm a

2.4.1.-Estructura química

Sonazúcaresamino-sustituidosunidos a un anillo aminociclitol medianteenlaces

glicosídicos,con la excepciónde espectinomicinaque seconsideraun aminociclitol puro.

Tantogentamicinacomo tobramicinaposeenun núcleocentral 2-deoxiestreptaminaunido

en posición4-6 a dosaminohexosasque serángarosaminaso kanosaminassegúnsetrate

deunau otra. Las fraccionesmásimportantesde gentamicinasonCIA y C
2.
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R ,HN
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Fig. 4: Estructuraquímicadegentamicinay tobramicina.

2.4.2. - Proniedades ¡hico-químicas

Polvosblancoso amarillentos,inodoros,higroscópicospero establesen solucióny

resistentesa los cambiosde pH (2 a 14). Hidrosolubles,son poco solublesen disolventes

orgánicos.Sonestablesduranteal menos24 horasa temperaturaambiente,en soluciónde

glucosaal 5% o decloruro sódicoal 09%. Son policationesy su polaridadesresponsable

de sus característicasfarmacocinéticas.

2.4.3.-Mecanismodeacción

Se unena la subunidad30 5 del ribosomaen cualquierade las fasesde iniciación,

elongacióno terminaciónde la síntesisproteica.Además,parecenunirsea variossitios de

la subunidadribosómica50 5 iSO

Interfierencon la iniciación de la síntesisde proteínas¡levandoa la acumulaciónde

R, R,

C, CH, CH,

Qt 14 14

Q 14 CH,

o HO

CH,OH

H
Ml 01-1
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complejosanormalesde iniciación151.Puedeninducir unalecturaerróneadel ARiNm, dando

lugar a la incorporaciónde aminoácidosincorrectos a las cadenaspolipeptidicas en

formación’52“a. Además, a altas concentracionesproducen alteracionesen la pared

bacteriana.

2.4.4.- Actividad antimicrobiana

Activos frenteabacilosaerobiosgram negativos:E. co/i, Proteusspp., K/ebsie//a,

Enterobacter,Seri-atia, Citrobacter y Pseudomonasaeruginosa.Amikacinay netilmicina

son también activas contra algunascepas de Acinetobacter. Son relativamentepoco

eficaces frente a Eseudomonascepacia y Pseudomonasma/tophika’54. Tienen poca

actividad sobre microorganismosanaerobioso bacteriasfacultativas en condicionesde

anaerobiosis.Activos frenteaStaphy/ococcus,su accióncontrala mayoríade las bacterias

grampositivases limitada, siendoaltamenteresistentesel S. pneumoniaey el S. pyogenes.

En general,gentamicinay tobramicínasonmásactivosquekanamicina.Sonactivas

in viti-o contramásdel 90% de las cepasde S. aureusy el 75%de S. epidermidis,siéndolo

mucho menos frente al £ pneumoniaey resto de Streptococcusy, habitualmente,

resistentesal £ faeca/is.La resistenciaprimariaa gentamicinaen las enterobacteriasy

estafilococoses rara. Se ha hecho más frecuente en los hospitales y con cepas de

P. aeruginosa y Serratia. El desarrollo de resistencias durante el tratamiento es

extremadamenteraro. Puede existir resistenciacruzada con la casi totalidad de los

aminoglucósidos.

Tienen una actividad similar contra la mayoría de los bacilos gram negativos,

aunquetobramicinasuelesermásactiva contraP. aerugínosay frentea algunascepasde

especiesde Proteus.La mayoríade los bacilosgramnegativos(exceptoP. aerugrnosa)que

son resistentesa gentamicinalo son tambiéna tobramicina. Sin embargo,permanecen

sensiblesa tobramicinaalrededordel 50% de P. aeruginosaque presentanresistenciaa

gentamicina’55.
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2.4.5.-Desarrollo de resistencias

Puedeserde 3 clases:

1) Cromosómica por mutaciones que afectan a las proteínas del ribosoma

bacterianoen las quesefija el aminoglucósido.Tienepocaimportanciaclínica.

2) Extracromosómicapor la adquisiciónde factoresde resistenciaque codifican

gran númerode enzimasmodificantesde aminoglucósidos,que catalizanacetiltransferasas

(AAC), fosfotransferasas(APH), adeniltransferasas(AAD) o nucleotidiltransferasas

(ANT). Aparece sobre todo en los medios hospitalarios y sobre Pseudomonasspp,

£ marcescens,E. co/i, P. mírabi/is, E. c¡oacae,K. pneumoniaey £ aureus.Ha reducido

la utilidad clínica de kanamicinay, últimamente,de gentamicina,tobramicina/netilmicinay

amikacina, por este orden. Estos plásmidos pueden diseminar resistenciaa otros

antibióticosen formasimultánea’56.

3) Impermeabilidadde la paredy membranacelular al pasodel antibiótico a través

de los poros de la membranaexternade los microorganismosgramnegativosdentro del

espacioperiplásmico.Presentanresistenciacruzadaa todos los aminoglucósidos,aunque

los nivelesde resistenciano son muy elevados.El mecanismoíntimo de estaresistenciaes

la mutación. En el caso de microorganismosanaerobioso aerobios facultativos en

condicionesdeanaerobiosis,existeunaresistencianaturalal pasodel fármacoa travésde la

membranacitoplásmicainternaporserun procesooxigeno-dependiente’”.

2.4.6.-Indicacionesclínicas

En generaltodos los aminoglucósidosson nefrotóxicosy ototóxicos. Sunaturaleza

catiónicaaltamentepolar dificulta la penetraciónocular, pudiéndoseafirmar que cuando

sonadministradosporvia sistémicaseconsiguenconceñiracionestóxicasen plasmaantes
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deconseguirnivelesterapéuticosen el ojo. Portanto, susindicacionesen oftalmologíason

parala administraciónporvía tópica.

Gentamicinaesel agentepreferidoparala mayoríade las indicacionespor la larga

experienciacon su uso. Puedeutilizarse en el tratamientode infeccionesbacterianas

superficialesy profUndasde los ojos producidaspor bacilosgramnegativosy cocosgram

positivossensibles.

Las indicacionesde uso de tobramicinason superponiblesen esenciaa los de la

gentamicina.Tienemayor actividadsobreP. aeruginosa,y ello la haceconvenienteparael

tratamientodequeratitisy endofialmitiscausadaspor especiesdePseudomonas.Además,

parecealcanzarmejoresnivelesen humoracuoso’58.

Ambas han probado una eficacia similar en el tratamiento de las infecciones

superficialesy profundasdel ojo y sus anejoscausadaspor gérmenessensibles:úlcerasy

abscesoscorneales bacterianos, conjuntivitis, queratitis, endoifalmitis, estafilococias,

blefaritis, dacriocistitis’58’ 159

Tambiénseha indicadosu usoen la esterilización.preoperatoriade la conjuntiva.

2.4.7.-Farmacología ocular

El mayor obstáculoa la penetrabilidadde ¡os aminoglucósidospor vía tópica

cuandola barreracorneal estáintacta se ha atribuido a su pocaliposolubilidad160’65.No

obstante,cuandoexistedesepitelización,el bajoPM y la bajaunión a proteínas(< 5%para

gentamicinay entre5-30%paratobramicina)facilitan la difusión a travésde los espacios

intercelularespermitiendola circulaciónde suficientefármacolibre activo.
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Porvía parenteralconsiguenunapenetraciónen los líquidosocularestan deficiente

que el tratamientoefectivo de la endoflalmitisbacterianarequiereinyeccionesperioculares,

y ello seha atribuido asu naturalezapolarque excluyeen su difUsión porel organismoa la

mayoríadel SNC y del globo ocular’58.

Y así, en humanos,dosisIM o IV de 15 mg/Kg de gentamicinao tobramicina

consiguenun pico sérico de 5-8 pg/ml a los 30-60 minutos con una vida media entre

15 y 2 horas,Con dosisúnicaIM de 1 mg/Kg de gentamicinasealcanzaen córnea6’l pg/g

y en humor acuoso04 »g/g. Dosis FM de 1’5 mg/Kg de tobramicina consiguenuna

concentraciónen córneade sólo 02 pg/ml y en humoracuoso13 pg/ml 166,

La aplicacióntópica de colirio de gentamicinaal 03% en conejosconsigueuna

concentraciónen lágrimasque superala CMI 90 de la mayoríade los organismosgram

negativos(8 pg/ml) durante2 horasy grampositivos(16 j¿g/ml) durante20 minutos’14.

En humanos, el uso de preparacionesfortificadas de 13’6 mg/ml aumenta

considerablementela eficacia, consiguiendoconcentracionesen córneade 162 ¡.¡g/g que

superanpor 3 veceslas concentracionescornealesobtenidaspor la vía parenteral’67’168

Aunque los estudiosmuestranque se puedeusargentamicina1 mg/Kg por vía IM para

encontrar niveles adecuadosen la córnea, ello exige más antibiótico y efectos

potencialmentetóxicosy secundarios.

La aplicacióntópica de colirio de tobramicinaal 03% en conejosconsigueuna

concentraciónen lágrimas (16 pg/ml) que supera la CMI 90 de la mayoría de los

organismosgramnegativos(incluidaP. aerugrnosa)y positivosdurante10 minutos’14. En

experimentaciónanimal sedetectaun pico de 2-3 ~tg/m1en humor acuoso despuésde

1-2 horastrasla inyecciónparenteralde tobramicina.

En humanos, el uso frecuente de preparacionesfortificadas puede producir

concentracionesen córneade 100 pg/ml’63.
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2.4.8.- Toxicidad y efectos secundarios

La frecuenciade reaccionesadversasasociadasal uso de colirios de gentamicinay

tobramicinaal 03% es similar’58. Con ambosse han descritoreaccionesde alergia que

obligana la interrrupcióndel tratamiento.

La aplicacióntópica de gentamicinaseha asociadocon irritación, dolor, picor y

ardor. También con tobramicina se ha descrito epifora leve y reversible, quemazón,

fotofobia, edemapalpebral,eritemay quemosisconjuntival, y erosionespuntiformesdel

epitelio que en algunoscasosaconsejanla interrupcióndel tratamiento.En cualquiercaso,

no se handescritolesionespermanentes’69.

Por ya subconjuntival ambos son bien toleradospor los tejidos oculares.En

inyección intravítrea dosis superioresa 04 mg pueden producir degeneraciónde la

retina’70. La toxicidad del epitelio corneal se ha correlacionadocon la cantidadtotal de

fármacoadministradoy conla duracióndel tratamiento,Así pues,sondosis, concentración

y frecuenciadependientes’71.

2.4.9.- Interacciones bacteriológicas

Pueden presentarsinergia con betalactámicos,fosfomicina, ácido pipemidico,

macrólidosy rifamicinas. Seha descritosinergiaen la asociaciónde los aminoglucósidos

entresí y de éstoscon vancomicina,pero no serecomiendasu uso por la posibilidad de

potenciarlos respectivosefectostóxicos.

Qentamicinatiene una interacciónmuy favorablefrente a cepasde P. aeruginosa

con azlocilina, piperacilina y cefotaxima. Tiene sinergismo con ampicilina frente a

enterococosy con las cefalosporinasfrenteaKlebsiella.
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En contraposicióna gentamicina,tobramicinatiene poca actividaden combinación

con penicilina frentea los enterococos;un elevadoporcentajede cepasde Enlerococcus

faecium es altamenteresistente’72.Tobranilcinasueleutilizarse conjuntamentecon una

penicilinaantipseudomonas,aztreonamo ceftazidima.

2.4.10.-Contraindicaciones

Hipersensibilidadagentamicinay tobramicina.
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3.- EFECTO POSTANTU3IÓTICO

El fenómenodel efecto postantibióticose describiópor primeravez en 1944 por

Bigger’73, que observó un retraso en el desarrollo de la turbidez en cultivos de

Sireptococcusy Staphy/ococcusa los que habíaañadidopenicilasa,despuésde haberlos

expuesto,con anterioridad,a penicilina. En 1946 Parker y Marsh’74 y en 1948 Parkery

Luse’75 observaron un retraso de varias horas en la multiplicación de cepas de

Staphylococcus,cuandodespuésde exponerlasa la acciónde la penicilinapor un período

de tiempodeterminado,las transferíana un medio sin antibiótico.

En 1950 y 1953 Eagle y cols.’76-’78 demostraron in vivo que cepas de

£ pneumoníaey £ pyogenesno reanudabansu crecimientonormal hasta transcurridas

cuatrohorasdespuésde su exposicióna la penicilinaG.

En los años70 son importanteslos trabajosde Bodey y Pan’79 en 1976, los de

McDonald, Craig y Kunin8 en 1977, y los de Wilson y Rolinson’80 en 1979. Es en esta

décadacuandolos estudiosse extiendenal restode los antimicrobianosy a bacteriasgram

negativasy así, durantelos años80 y primerosañosde los 90 las publicacionessobreeste

fenómenoin viti-o e in vivo confirman su existenciapara todos los antimicrobianosy

organismos, siendo los resultados variables en fUnción del antimicrobiano, el

microorganismoy las condicionesexperimentales.

3 1 - DEFINICIÓN

SedenominaEPA al periodode tiempoqueprecisanlas bacteriaspararecuperarsu

crecimientonormaldespuésdeserexpuestasduranteun tiempo determinadoa la acciónde

un agenteantimicrobiano.
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Esun fenómenoque se ha asociadoa la actividadinhibitoria de los antibióticosy se

producecuando éstos se ensayana concentracionesque se aproximan o superan la

concentraciónminima inhibitoria’8t’ 182, y esdebidoala exposiciónpreviaal antimicrobiano

y no a lapersistenciade concentracionessubinhibitoriasdel fármaco’83.

3.2.-MECANISMOS DEL EPA

No seconocenlos mecanismosexactospor los cualeslos antimicrobianosinducen

EPA. Las diferencias observadas en los EPA de varias combinaciones de

antimicrobiano/microorganismosugieren la implicación de múltiples mecanismos.Las

hipótesismásaceptadasson las que hablanacercade la persistencialimitada en el tiempo

del antimicrobiano en el sitio de unión a la bacteriay las de la provocación por el

antimicrobiano de dañosno letales en las bacterias,que originarían un retrasoen su

crecimientonormal.

Las quinolonas, al inhibir la acción de la ADN-girasa bacteriana, impiden el

superenrollamientonegativodel ADN bacteriano,provocandoun bloqueoen el pasode la

ADN o ARN polimerasa, y el EPA sería el tiempo necesariopara la disociacióndel

antimicrobianodel complejoADN-girasay la reparacióndel ADN.

Los aminoglucósidosse unen de forma irreversible a la subunidad30 5 de los

ribosomas,impidiendola sintesisproteica,y el EPA seexplicaríacomo el tiempo necesario

para la síntesis de nuevos ribosomas, representandoasí, una forma de daño no

letal4- 5,181, 184

Antimicrobianos como eritromicina, tetraciclina y cloranfenicol se unen

reversiblementea la subunidad50 5 ribosomal’85y su mecanismode inducción del EPA

seriasimilar al de los aminoglucósidos,representandoel tiempo necesarioporel antibiótico

para difUndir fuera de los ribosomas. Sin embargo,hay estudiosque hablan de otros
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mecanismos’81’~84, 186 Gerbery Craig’87 observaronin viti-o no pérdida del EPA para

eritromicina con S. pneumoniaedespuésde 24 horas a 40C; durante este tiempo el

antibiótico esperadaparadifUndir desdelos ribosomase inclusofueradel ribosoma.

Los betalactámicosseunencovalentementea las proteínasfijadorasde penicilinas

(PBPs),algunasde las cualesactúanen la síntesisdel péptidoglicanode la paredcelular’88.

Se hasugeridoque el EPA seríael tiempo que necesitala célula parasintetizarde nuevo

estasproteínaso el necesarioparala disociacióndel complejoPBP-antimicrobiano’81.

Cadabetalactámicoposeeuna o vanasPBPs específicasdonde actuar en cada

especiebacteriana.La vida media del complejo enzima-penicilinavaría segúnla especie

bacterianay antibiótico, regenerándosela actividadenzimáticamolecular’89”91.La rápiday

espontánealiberación de penicilina por una proteínade bajo peso moleculary de vida

mediamenoro igual a 10 minutosen bacilos,pero no en cocos’90~¡92, podríaexplicar la

ausenciade EPA para betalactámicoscon bacilos gram negativos.De esta forma, las

diferenciasen los EPA de betalactámicospodríanrepresentardiferenciasen la proporción

de penicilina liberada y en las tasasde regeneraciónde las moléculasenzimáticamente

activasdespuésde eliminar el antimicrobianodel medio. Sin embargo,los carbapenemas

presentanEPAsignificativosfrenteagramnegativos’81’193495

Con respectoa los agentesantifungicos,5-fluorcitosinainterfierecon la síntesisde

ácidos nucleicos y probablementeinduce EPA por mecanismos similares a los de

rifampicina.Anfote¡icinaB inducedesestabilizaciónde la membranacelularporunión a los

esteroles’96y el EPA seríael tiempo necesariopararepararla membranaantesde que la

activaciónbrotaray la multiplicaciónocumese.

Con los imida.zolesen un principio se pensóque actuabana travésde dañosen la

membrana,poralteraciónen la biosíntesisde esteroles’96.Sin embargo,esteefectoocuma

solamentea las concentracionesde fármaco más altas que aquéllasobservadaspara la

actividadin viti-o. Estudiosposterioresseñalanlos efectospotentessobreel metabolismo
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oxidativo mitocondrial,a travésde la inhibición del citocromoC oxidasa ‘~“ ~. La falta de

EPA con los imidazoles es consecuentecon un alto grado de reversibilidad a este

antagonismo.

3 3 - MÉTODOS DE DETERMINACIÓN

Se han utilizado varios modelosiii viti-o e in vivoparadeterminarel EPA. Todos

miden el crecimiento bacterianodespuésde la eliminación del antimicrobiano’81. La

diferenciaentreellos se encuentraen la forma de medirel crecimientode lasbacteriasy en

la formadeeliminarel antibiótico.

Los métodosempleadospara medir la cinética bacteriana,fundamentalmente,son

tres: 1) El recuentode célulasviables’79’ 182 2) Los cambiosen la morfología celular’99.

3) La medidade la poblaciónbacterianade maneraindirectapormedio de diversastécnicas

como son: la biolumiiscenciadel ATP intracelular200-202,laespectrofotometríao detección

del crecimiento bacterianopor la transmisiónde luz203’ 204, la conductanciaeléctricadel

medio193205 la producción de CO
2 en el medio

206 y la incorporación de isótopos

radioactivosa los microorganismos207’208

En cuanto a la forma de eliminación del antimicrobiano, la mayoría de los

investigadoreshan utilizado técnicas de eliminación rápida del antibiótico mediante

centrifUgación y lavados repetidos’79’182, 209, dilución de 100 a 1000 veces en medio

fresco’82’ 202. 203. 209, 210, e inactivaciónenzimática8182. 194 Otras técnicasutilizadasson la

filtración y el lavadode las células’99•209

No obstante,la exposición de los microorganismosa niveles constantesde un

antimicrobiano difiere de la situación in vivo en la cual los organismosse encuentran

normalmenteexpuestosa niveles fluctuantes de antibiótico. Varios modelos iii viti-o,

usandodilución211218o diálisis219-22’, sehan desarrolladopara simular la cinéticade los
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fármacosin vivo y proporcionaruna reducciónmás fisiológica de la concentracióndel

antimicrobiano.Sin embargo,con estosmodelos puede ser dificil separarlos efectos

subinhibitorios del antimicrobianodel EPA. No obstante,Bergany cols.21’ y Gerber y

cols.213, observaron supresiónpersistentedel crecimiento en estos modelos, incluso

despuésde que las concentracionescayeranpor debajode la CMI. Sin embargo,ningún

investigadorha definidounametodologíaparacuantificarel EPA en ellos.

El método más empleadoy estandarizadopara la determinacióndel EPA es el

descritoporBundtzen’82en 1981,medianterecuentosdel númerode unidadesformadoras

decolonias(U?FC)y eliminacióndel antimicrobianoporcentrifugacióny lavadosrepetidos.

Porúltimo, parael estudiode estefenómenoiii vivo se han descritovarios modelos

animales. Los más conocidos son: la infección en el muslo de ratones

neutropénicos’77’222-221, meningitisen conejos228’229 y endocarditisen ratas230-233.En cada

modelo, la recuperacióndel crecimiento normal de la población bacterianase realizó

despuésde quelos nivelesséricoso tisularesdel antimicrobianodescendieranpordebajode

la CMI frenteal organismoinfectante.El crecimientoinmediatode los nuevosorganismos

inyectadosen los animalesduranteel períodoputativodel EPA ha confirmadoque el efecto

in vivono escausadopor la persistenciaen los tejidosdel antimicrobianoactivo181.

3.4.- FACTORES QUE AFECTAN AL EPA

Existenmúltiplesfactoresquepuedenafectara la duracióno incluso a la presencia

de EPA. Los másimportantesy mejorestudiadossonel tipo de microorganismoy la clase

de antimicrobiano.Relativamentebien estudiadasson la concentracióndel fármaco y la

duración de la exposición al antimicrobiano. El resto de los factores necesitanuna

investigaciónmáscompleta.
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Los factoresrelacionadoscon el antimicrobianoque determinanla presenciay la

duracióndel EPA son: la clasede antimicrobianoy su mecanismode acción,el tiempo de

exposición,laconcentraciónensayaday la combinaciónde antibióticos.

Entre los aspectosrelativosal microor2amsmoque puedenmodificar la duración

del EPA de un antimicrobianose encuentran:el tipo demicrorganismoy. dentrode él, la

cepaensayada,el tiempo de generaciónde la misma, el tamaño del inóculo, la fase de

crecimientoen queseensaya,la sensibilidadal antibióticoy la asociaciónbacteriana.

Otrosfactoresque puedenafectara la presenciade EPA son los relacionadoscon

las condicionesexperimentalesy dentro de ellas el método de determinacióny la

eliminación del antibiótico y todos aquellos factores que influyen en la actividad del

antimicrobianocomo son el pH, la temperaturay la agitaciónmecánicade los mediosde

cultivo, los distintos medios de cultivo y la adición a ellos de cationes, orina, suero,

albúminao LCR5 234-238

3.5 - FENÓMENOS RELACIONADOS CON EL EPA

Sehan descritodosefectosadicionalesrelacionadoscon el EPA: 1) ‘Postantibiotic

LeukocyteEnhancement(PAiLE)” y 2) la disminución de la actividadbactericidade los

antimicrobianosdurantela fasede EPA.

3.5.1.- “Postantibiotic Leukocvte Enhancement

”

A comienzosde los años 80, McDonald y Pruul7’ 239-241 comprobaronque las

bacteriasque habíansido expuestasduranteun períodode tiempo brevea la acción de un

antimicrobianoeranmás sensiblesa la capacidadfagocítica de los leucocitoshumanosy

llamarona estefenómeno“PostantibioticLeukocyteEnhancement.
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En los años50 Eagle y cols.’77’ 242 demostraronen ratonesuna disminuciónen la

virulencia de estreptococossi los animalesse infectabanpor microrganismosque habían

sido previamenteexpuestosala acciónde un antibiótico. Sin embargo,en estosestudiosno

sedeterminósi existíaalgún factordel huéspedresponsablede esteefecto.

En 1981 Gerbery Craig’87observaronquelos microorganismospretratadoscuando

se inoculabanen los muslosde ratonesnormalesmorían antesque los no tratados.Sin

embargo, estos microorganismos no morían cuando se inyectaban en ratones

neutropénicos.Estosestudiossugirieronqueel PAtE eratambiénun fenómenoiii vivo.

3.5.2.- Disminución de la actividad bactericida durante el EPA

Aunque los estudiosson limitados, pareceser que durante la fase de EPA los

organismossonmenossusceptiblesa la actividadbactericidade los antimicrobianos.

Gerbery Craig’87 demostraronuna disminución en la actividad bactericidade

ampicilinasobre£ pneumoniaedurantela fasede EPA inducidaporeritromicina.

Vogelman, Gudmundssony Craig243 han observadouna resistenciasimilar en

betalactámicos,aminoglucósidosy trimetoprim sobre£ aureus,E. co/i y K. pneumoniae

durantela fasede EPA inducidapor rifampicina. Así, previaexposicióna rifampicina se

inhibió notablemente la mortalidad de K. pneumoniae por cefamandol. Con

aminoglucósidosel tiemporequeridoparainhibir el crecimientode E- coky K. pneumoniae

fue varias horasmáslargo durantela fasede EPA y estrechamenteparaleloa la duración

del EPA. Sin embargo,la mortalidad de £ aureus por los aminoglucósidosfue sólo

ligeramentemayorinclusocon EPA mayoresde 4 horas.

Así, el gradode inhibición de la actividadbactericidapareceserdependientede los

organismos(mayor para bacilos gram negativosque para cocos gram positivos) y del

U.CM. FacultaddeMedicina 57



Introducción

antimicrobiano(mayorparatrimetoprimy betalactámicosqueparaaminoglucósidos).Estas

observacionesdebentenerseen cuentaa la hora de establecerla dosificaciónen la terapia

antimicrobianacombinada.
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4- FARMACOCINÉTICA OCULAR

Paraobtenerel éxito en el tratamientode una ‘nfección cornealbactenanase hace

necesario un conocimiento de la farmacocinéticaocular buscando la mejor vía de

administracióna fin de lograrunaconcentraciónóptimade antimicrobianoen la córnea42.

La capacidadde un fármaco para penetraren el globo ocular dependede sus

característicasfisicoquímicasy de la vía de administración.La mayoríapenetrana travésde

los fluidos extracelulares,plasmay lágrimas,pordifusión simple58.

La eficacia de un fármaco instilado en el ojo va a estar relacionadacon la

farmacocinéticadel medicamentoen el fondo de saco conjuntival, la permeabilidadde la

córneay la velocidadde eliminacióndel medicamentoen el ojo.

En el casode los colirios, el firmaco llega ya disuelto y no sufre el procesode

liberación,sino quesemezclacon la películalagrimalprecornealy desdeaquíseproducela

cinéticade absorción57.

El volumende lágrimasnormalen el fondo de sacoconjuntival, sin estimulación,en

una personaadultaesde 7-9 iii, con una renovaciónfisiológica de 01-05 pi/minuto. De

ello, 1 pl es la película corneal.Una gota de colirio contieneun volumen de 30-50 pl. Si

tenemosen cuentaque lacantidadmáximade liquido que puedecontenerel fondo de saco

conjuntival sin rebosares alrededorde 30 ~±l,las cantidadesexcesivasseeliminarán por

rebosamientoo a través del conducto nasolagrimal, desde donde pueden absorberse

s¡stémicamente2t

Debido a esto, se deduceque instilaciones muy seguidasde muchasgotas no

pueden favorecer el aumento de medicamento en el fondo del saco. Tampoco

incrementamosla biodisponibilidad ocular cuando mezclamosdos o más fármacosen

intervalos de tiempo cortos, puesto que se diluyen mutuamente y disminuye la
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biodisponibilidadde cadauno de ellos51.

El fármaco,unavez disuelto en la películalagrimal, penetraen el interior del ojo a

travésde la córnea.Por lo tanto, el estadoen el momento de la instilación ocularde la

córnea,así como el tipo de medicamentoy su presentaciónfarmacéutica,nos variarán la

cantidado concentracióndel fármacoque hayapodidoentrarenel ojo”.

La desepitelización y el aumento de la vascularización incrementan la

penetrabilidad.El peso molecularlímite que permite el paso de sustanciaspor simple

difusión a travésde los espaciosintercelularessegúnGimberty Sinuesvaria entre504 y

600, respectivamente245’246 Por otro lado, el gradientede concentraciónen la superficie

corneal disminuyerápidamentedespuésde la instilación en el fondo de saco conjuntival,

porel mecanismofisiológico del aclaramientode las lágrimas247.

Además, el carácterlipo o hidrofilico de los fármacosinstilados en el ojo va a

facilitar sumayoro menorabsorción248.Así el epitelio y el endoteliocorneal secomportan

comounabarreraabsolutamenteimpenetrableparalos compuestoshidrosolubles.Mientras

que el estromacorneal situado entre las barreraslipofilicas del epitelio y endotelio es

permeablea los compuestoshidrosolublesy no a los liposolubles247.

De estaforma, agentesliposolublescomo cloranfenicol, metronidazol,rifampicina

y, posiblemente,trimetropim atraviesanmejor la barreradel epitelio corneal que agentes

insolublesen lípidos comopenicilinas,cefalosporinasy aminoglucósidos.Porello, en orden

al paso desdela películalagrimal a la córnea,el fármaco ideal parala aplicacióntópica

deberíaserlipo e hidrofllico249’ 250

Las inyeccionesperiocularesatraviesanla barrera epitelial corneal y producen

concentracionesmuy altasde los fármacosen la esclera25’,córneay humor acuoso.Este

hecho puedeutilizarse en el tratamientode las infeccionesrefractariasde la córnea57.

Estudios en conejos han encontradoconcentracionessimilares por esta vía esté o no
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inflamadala córnea,perono existendatoscomparablesen ojos humanos249.

Una vez que el medicamentollega a la cámaraanterior, los fármacossiguen el

recorridodel humoracuoso,es decir, bañanel iris y el cristalino y dejanel ojo a travésdel

canalde Schlemnpasandoa la circulacióngeneraldesdedondese eliminan, al igual que en

la administraciónsistémica,porvía hepáticao renal58.

Cuando se utiliza el antibiótico por vía sistémicatodavíason más las dificultades

con que se encuentrael antibiótico, ya que en condicionessanasdel ojo es muy dificil

conseguiratravesarlas barrerasoculares.En condicionesde infección todos los estudios

coincidenen afirmarla existenciade mayoresnivelesde antibiótico en el humoracuosoque

seconsiguenconla utilizaciónde la víasistémica57~241

La excreción de fármacosen las lágrimas no tiene importancia cuantitativa.La

eliminación por estavía dependeprincipalmentede la difUsión de las formasno ionizadas

liposolublesde los fármacosa travésde las células epitelialesde las glándulasy del pH.

Probablemente,en los conductosglandularesse producela reabsorcióndel fármaco no

ionizado presenteen la primerasecrecióny tambiénesposible la secreciónactiva de los

compuestosatravésde dichosconductos252

4.1.-VIAS DE ADMINISTRACION DE ANTIMICROBIANOS EN LA

INFECCIÓN OCULAR CORNEAL

Paratratar las infeccionesocularesseempleandiversasvías de administración.La

elecciónde lavía másadecuadadeberáseguirlos mismosrazonamientosefectuadosparala

eleccióndel antibiótico, esdecir, conseguirla concentraciónmáximadel antibiótico en el

lugarde la infeccióncon el minimo riesgode toxicidad57.

Hay tres víasprincipalesparala administraciónde los fármacosen el tratamientode
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las infeccionesocularescorneales:

1) Aplicación tópica, en forma de colirios, pomadasy spray.Es la más habitual. Sirve

para tratar infeccionesdel segmentoanterior (conjuntivales,corneales,uvealesy

esclerales)253.

2) Inyecciónueriocular,biensubconjuntivalo bien retrobulbar.

3) Tratamiento sistémico, habitualmente intravenoso o intramuscular, pero

ocasionalmenteoral249.

Otras formasde tratamientosonla iontoforesisy la encapsulaciónliposomalde los

antibióticos.

4.1.1.-Aplicación tónica

Se empleaprincipalmentepor sus efectoslocales que permiten la absorcióndel

compuestoa travésde la córneaen función de la liposolubilidad del fármacoy del estado

del epitelio corneal247.

Pareceexistir una buenacorrelaciónentre la concentraciónde un fármaco en

colirio y la concentraciónalcanzadaen la córnea.Por estarazón, es frecuentela práctica

del uso de gotas fortificadas, las cuales resultan mucho más concentradasque las

presentacionesdisponiblescomercialmente249.

Los fármacosaplicadostópicamenteentranen el ojo atravesandola córneaantes

quela conjuntiva254.Midiendo lasconcentracionesde los fármacosen el humoracuosotras

la aplicacióntópicaobtendremosunaindicaciónindirectade la máximaconcentraciónen la

córnea.
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La mejor forma para conseguirconcentracioneselevadasen la película lagrimal

precorneal y, por ende, en la córnea es aplicar frecuentementegotas altamente

concentradasen pequeñosvolúmenes255.Para un efecto máximo, el intervalo entrelas

gotas no deberíaser mayor de 30 minutos244256, 257 Si seaplica una segundagota, debe

esperarseal menos5 minutos paraevitar el lavadode la primeragotay asegurarque el

reflejo lagrimalde la primeragotaha cesado256.

La desepitelizaciónde la córneaaumentala penetración251.El pestañeoasegurala

continuaredistribucióndel fármacoen la películalagrimal. Los conservanteshabitualmente

presentesen los colirios puedenaumentarla permeabilidaddel epitelio corneal256.

Es preferible la utilización de las presentacionesen gotasa los ungúentosen el

tratamientodela úlceracorneal,porqueelpetrolatumde estospuedeimpedir el pasode un

segundofármaco aplicadodespuésdel primero, y porque los ungdentosno puedenser

fortificadosfácilmente249.

Los ungúentosy las lentillas puedenincrementarel tiempo de contactode los

fármacosen la córneapromoviendosu penetraciónen la misma.Polimerossolublescomo

metilcelulosay polivinilo, aunqueincrementansupuestamenteel tiempo de contacto,tienen

sólo un efecto modestosobre la absorcióncorneal255. Recientementeha aumentadoel

interéspor los dispositivosde liberaciónlenta(injertosoculares)paraproveernivelesaltos

de fármacosen la película precornealde forma continua250. La pérdidapor drenajees

reduciday en consecuencialos efectossecundariossonminimos252.

4. 1.2.- Inyecciónperiocular

Puede administrarse por vía subconjuntival o retrobulbar. Las inyecciones

subconjuntivalesnormalmenteseinyectanjustopor debajode la cápsulade Tenon;por ello

se llaman, más exactamente,inyecciones subtentonianasanteriores. Sin embargo, la
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diferencia entre una verdaderainyección subconjuntivaly una inyección subtentoniana

anterioren términosde penetraciónen el humoracuosoespequeña’07’258 y muchosautores

utilizan el términosubconjuntivalparadesignarinyeccionessubtentonianasanteriores.

La técnicahabituales introducir la puntade una fina agujade 2-3 mm detrásdel

limbo esclerocorneale inyectar 10 ml. Las inyeccionesse realizan normalmenteen el

segmentosuperiorparaqueel fármacoqueescapabañela córnea.Si el agujerode punción

esgrande,cantidadessustancialesde fármacopuedenescapary entraren la córneapor las

lágrimas y ello es posible si el ojo está inflamadoy los tejidos son frágiles. Si se tiene

cuidado para minimizar el tamaño del agujero de punción, la mayoría del fármaco

permaneceráen el lugarde la inyección,desdeel cual difundirádirectamentea la córneay a

la esclera258-260.

La inyección retrobulbarsehaceintroduciendola agujaa travésde la conjuntiva

(normalmenteen el cuadrantetemporoinferior)empujándolapor detrás del globo en el

espacio retrobulbar. Aunque los fármacos inyectados subconjuntivalmentetiendan a

permanecercerca del lugar de inyección por un tiempo, los administradospor vía

retrobulbardifundenrápidamentea travésde la órbitaa la parteposteriordel ojo261.

Algunos estudioshan demostradoque la penetraciónde los fármacos en el

segmentoanteriordel ojo (córnea,iris y humor acuoso)esmejor mediantela inyección

subconjuntival,aunqueel accesoal segmentoposterior(retina-coroides,humor vítreo) se

vea favorecido por la inyección retrobulbar261.Así, se ha encontradoque la inyección

subeonjuntivales realmentesuperiora la administraciónretrobulbaren alcanzarniveles

altos de antibióticosen la córneay humor acuosode conejosy titis. La penetraciónde los

fármacos en el humor vítreo normal, fue mayor con la inyección subconjuntival en

conejos61,pero con la inyección retrobulbaren monos262. Sin embargo,las vías fueron

equivalentesen lapenetraciónen el humorvítreosi los ojos estabaninflamados.
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Por e]Jo, generalmentepreferimosJa vía subconjuntivala la retrobulbar,ya que Ja

penetraciónen la córneaes mayor y es equivalentea la inyección retrobulbaren la

penetraciónen el humorvítreoinflamado250.

Lasinyeccionesperiocularesmuestranvariacionesimportantesen la concentración

en los tejidosdependiendodela distanciaal lugarde inyección. Además,sehan encontrado

discrepanciasen los resultadosdependiendode los animales con los que se ensaye,

probablementedebidosa las diferenciasexistentesen el tamaño,forma y vascularización

sanguínea de las estructuras oculares61’262 Estas consideraciones complican la

interpretaciónde la farmacocinéticade los medicamentosadministradospor inyección

periocular. No obstante,esta vía de administración produce altas concentracionesde

fármacosexcedentesen la córneay humor acuoso, lo cual puedeserbeneficiosoparala

clínica. Desafortunadamente,debido al efecto de barreradel epitelio retinal pigmentado,

muchos antibióticos aplicados en inyección periocular penetran en el humor vítreo

pobremente’07263

4.1.3.-Tratamiento sistémico

Por estavía los fármacosse encuentrancon las barrerashemato-oculares,y su

nivel de penetraciónes mayor en aquellos que circulan libremente (penicilinas y

cefalosporinas)que en los que seunena proteínas(aniinoglucósidosy tetraciclinas)58.

La penetraciónen la córneay en el humor acuosodespuésde la administración

sistémicade agentesantimicrobianoses pobre, siendo probablementemenoresque las

alcanzadasmediantela administracióntópicay mucho másbajasque las producidaspor la

inyecciónsubconjuntival249.

Muchosestudiosdel ojo humanohanencontradoconcentracionesde los fármacos

en el humor acuosomayoresque en la córnea.Pareceexistir una buenacorrelaciónentre

U.CM. Facultad deMedicina 65



Introducción

los dos sitios parapenicilinasy aminoglucósidosdespuésde la administraciónsistémicaen

conejos’01.Sin embargo,en un estudioen humanos,las concentracionesen humor acuoso

de gentamicinafueron menores,una décimaparte de los valoresmásaltosencontradosen

la córnea24.

Así pues,las concentracionesalcanzadasen el humor acuosopuedendamos una

estimacióndel mínimo nivel presenteen la córneadespuésde la administraciónsistémica264.

4.1.4.- lontoforesis

Es unatécnicamediantela cual conseguimosaumentarla penetraciónintraocular

de los fármacos,que poseenuna naturalezapolar, por la aplicación de una corriente

eléctricaa travésdel ojo265’269. Ha sido muy utilizada en la administracióntópica de los

fármacosy, también, en la facilitación de la penetraciónvítrea de estreptomicinatras la

inyecciónretrobulbar267.

4.1.5.-EncansulaciónliDosomal de los antibióticos

Los liposomaspuedenutilizarseparadisminuir la toxicidadsistémicade fármacos

como anfotericina B, incrementandode esemodo la proporción terapéutica270-272.Las

vesículaslipídicasactúanprimeramentecomo depósitode los fármacosque contienen,y

queliberanlentamentea los tejidos de alrededor,lo cual puedeinfluir favorablementeen la

farmacocinéticade los antibióticos,aumentandosu penetraciónen los tejidos oculares.

Administradostópicamente,los liposomas puedenabsorbersepor la superficie

corneal y facilitar la transferenciade los fármacosal epitelio corneal273.Sin embargo,en

ocasionesse ha visto que la encapsulaciónliposomal de determinadosfármacospuede

disminuir suabsorción”4.
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Con la inyecciónperiocularde los antibióticosse hanencontradoconcentraciones

sustancialesde antibiótico en la córnea por largos períodosde tiempo, al ser éstos

encapsuladospor los liposomas275.Por vía endovenosasetoleranbien, siendoabsorbidos

ávidamenteporel sistemareticuloendotelial276.
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Objetivos

10 Estudio de la actividadantimicrobianamedida en CMI y CMB de £ pneumoniae

ATCC 6303, £ aureusATCC 29213,£ epidermidisATCC 12228,E. cok ATCC

25922, It vu/garis ATCC 13315 y P. aerugmnosaATCC 9721 frente a ofloxacino,

tiamfenicol,rifampicina, gentamicinay tobramicina.

20 Estudiodel efectopostantibióticode estosantimicrobianosfrentea las 6 cepasque se

ensayandespuésde su exposiciónduranteun horaa diferentesconcentracionesde los

mismos(normalmentea CMII y 10 CMI).

30 Valoración

corneal en

1’. vu/garis

de la eficacia de ofloxacino en el tratamientoy profilaxis de la úlcera

un modelo experimentalen conejos por£ pneumoniaeATCC 6303 y

ATCC 13315.

40 Valoración de la eficacia de tiamfenicol y tobramicina frente a placebo en el

tratamientoy profilaxis de la úlceracornealen un modelo experimentalen conejospor

£ pneumoniaeATCC 6303.
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Materialymétodos

1.- ESTUDIOS IN VITRO

1.1.-CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA

EN FUNCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES MÍNIMAS INHIBITORIAS Y

BACTERICIDAS

1.1.1.-Microorganismos

£ pneumoniaeATCC 6303. P. vu/garisATCC 13315.

£ aureusATCC 29213. E. co/i ATCC 25922.

£ epidermidisATCC 12228. P. aeruginosaATCC 9721.

Las cepasse conservaronen placasde agar a 00C, realizándoseresiembrasen

medio fresco cada4-5 días. El día previo al experimentose inocularon en caldo o agar

segúnel trabajo,e incubarona 370C durante16-20horas.

1.1.2.-Antibióticos

Los antimicrobianos utilizados fueron: ofloxacino (DL-8280), tiamfenicol

(Zambón), rifampicina (Marion Merrelí Dow), gentaniicina (Schering-Plough) y

tobramicina(Alcón-Iberbis) suministradosen forma de polvo valorado por los distintos

laboratoriosfarmacéuticos.

Los “stocks’ seprepararonconformea las instruccionesde cadalaboratorioy se

guardaronen alicuotas(Eppendort)de 1 ni] cadauna, conservándosea -I 80C hastasu

utilización. Para cadaensayose diluyeron en un medio apropiadohasta conseguirla

concentracióndeseada.
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1.1.3.-Medios

Se ha usado caldo de Múeller-Hinton (MHIB; Oxoid) para Staphy¡ococcus,

Enterobacteriaceae y Pseudomonas. El manejo de £ pneumoniae se realizó

suplementandodichomedio con sangredesfibrinadade carneroal 5%(Oxoid).

Los recuentosde UIFC se hicieron sobreagarde Múeller-Hinton(MII; Oxoid) para

Staphylococcus,Pseudomonasy E. cok. Sobreagar de Múeller-Hinton suplementadoal

5% con sangre desfibrinada de carneropara £ pneumoniae, y sobre agar de Cled

(bioMérieux)paraProteusvulgaris.

El pH seajustóen todoslos casosa72 + 02.

La solución salinase preparódiluyendo 9 g de cloruro sódico (CíNa; Panreac)en

un litro deaguadestiladaestéril.

1.1.4.- Concentración mínima inhibitoria

La CMI sedeterminóporel métodode macrodiluciónen caldo(tubo)277.

Serealizaen caldoa temperaturaambiente.Paracadadeterminaciónutilizamosuna

bateríade 13 tubos de ensayode vidrio de 103 + 02 mm de diámetro, estériles,que se

cierran con taponesde algodón graso y se colocan en orden a la concentraciónde

antimicrobianoquecontendrán,de mayoramenorconcentracion.

El primer tubo correspondea la mayor concentraciónde antimicrobianoque se

ensayay quepreparamosa una concentracióndoble de antibióticoen un volumendecaldo

de 2 mI, el restode los tuboscontiene1 ml de caldosin antimicrobiano.

U. CM FacultaddeMedicina 72



Material y métodos

Desdeesteprimertubo y usandosiemprela misma micropipeta(Gibson)y previa

agitacióndel tubo en un vórtex(HeidolphReux2000)separamos1 ml quellevamosal tubo

siguientede la bateríade tubos y así sucesivamente.Al final dejamosun tubo control sin

antimicrobiano.

A cadauno de estostubos añadimos1 ml de inóculo, que hemos preparado

ajustandola turbidezde un tubo con soluciónsalinay microorganismosen fase logarítmica

decrecimientoal tubo 1 de la escalade McFarland(3.108UFC/ml). Desdeaquídiluimos en

caldohastaconseguirunaconcentraciónfinal de inóculo de 10’ IJFC/ml.

Deesto resultaunadilución 1:2 de cadaconcentraciónde antimicrobianoy en una

dilución 1:2 del inóculo. Los tubos seagitan bien en un vórtex y se llevan a la estufa

(Heraeus)a 370C durante16-20horas.

La CMI se lee como la menorconcentraciónde agenteantimicrobiano-medidaen

pg/mk que inhibe completamenteel crecimiento del organismo(turbidez) detectadosin

otra ayudaque la simple observaciónocular. Cadaensayo serepite tres vecesy setoma

comovalor final el resultantede la aplicaciónde la mediaaritmética.

1. 1.5.- Concentración mínima bactericida

Secalcularesembrandosobreplacasde agary con un asade platino unos 10 ~±ldel

contenido de cadatubo -previaagitaciónen el vórtex- por encimadel que hemosleído

corno CMI. Lasplacasseincubana370C durante16-20horas.

La CMB se registra como la menor concentraciónde agente antimicrobiano

-medidaen sg/ml- que inhibe completamenteel crecimientosobrela superficiede agar, y

secorrespondeconun porcentajede mortalidadbacterianadel 99%.
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1.2.- CUANTifICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA

EN FUNCIÓN DEL EFECTO POSTANTIBIÓTICO

Se utilizan los mismos microorganismos,antibióticos y medios del estudio

precedente.

1.2.1.-Preparación del inóculo

Todoslos experimentosse realizaroncon cultivos de microorganismosqueestaban

en faselogarítmicade crecimientoal tiempo de la exposicióna los antibióticos.Paraello, a

partir de un inóculo puro en agary con un asa se sembraron4-5 colonias en un caldo

apropiado,que seincubó en laestufaa 370C durantelanocheanteriora cadaexperimento.

£ pneumoniaese incubó en atmósferade CO
2. Desdeaquí, y a la mañanasiguiente, se

diluyó el cultivo enmedio frescohastaalcanzarunaconcentraciónfinal de l06~I07UFC/nii.

1.2.2.-Cinética de crecimiento bacteriano

Preparadoel inóculo se reparteen matracesde vidrio de 250 ml graduadosy

estérilesquesecierrancon taponesde algodóngraso.En cadamatrazdepositamos50 ml

de caldo con el inóculo bacterianoy añadimoslas concentracionesdeseadasde los

antimicrobianosaestudiar<normalmenteseensayaa CMI y 10 CMI). Estepuntosedefinió

como tiempocerode la exposicióndelmicroorganismoal antimicrobiano.Ademásdejamos

un matrazconteniendo50 ml del caldoconel inóculo, perosin antibiótico.

A continuacióntodos los matracesse incubanen un bañoMaría(SelectaUnitronic

Mod 320 OR) a 37
0C y conagitacióna 55 rpm durante1 hora.
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1.2.3.- Eliminación del antibiótico

Tras una hora de exposiciónde los cultivos a las distintas concentracionesde

antibiótico, ésteseeliminó pordilución 1/1.000 en medio fresco’81. Paraello se tomaron

50 pl de cada matraz y seañadierona nuevosmatracesque contenían50 mi de caldo a

temperaturaambiente,con lo que el efecto del antimicrobianoquedóanulado. También

procedemosa la dilución -de igual forma- del matrazqueno contieneantibiótico.

A continuacióntodos los matracesse llevaron a incubación en un baño Maria a

370C y conagitacióna 55 rpm durante6-8horasseguidas.

1.2.4.- Recuentos bacterianos

La técnicaempleada,descritaporvariosautores’80’277, serealizó mediantedilución

decimalde los cultivos en CINa al 09% en aguadestiladaestéril y a temperaturaambiente.

Una muestrade 25 pl de cada dilución se plaqueócon un asa de Dubrasky sobre la

superficiedeagardeunaplacade Petride 9 cm de diámetro.

Las placasseleyerontrasincubaciónde 18-24horasen estufaa 370C, calculándose

entoncesla concentracióndel cultivo. No setuvieronen cuentalas placascon un número

decoloniaspordebajode 20 ó porencimadc 200. En el casodel S. pneumoniaela lectura

serealizóa las 24-48horasde incubacióna370C, en estufade CO
2.

El recuentode IJFC se hizo para todos los cultivos en el tiempo cero de la

exposición al antibiótico, antesy despuésde la dilución del mismo y cadahoradurante

6-8 horasseguidas.Y setomacomo valor final el obtenidopor la aplicaciónde la media

aritmética de tres experimentos+ el error estándar(ES) para cadaconcentraciónde

antibiótico.
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1.2.5.-Cuantificacióndel EPA

Se realizó el siguiente cálculo utilizado por Bundtzen y cols.8 182 para la

cuantificacióndel EPA de los antibióticos, por comparacióncon experimentossimilares

desarrolladosen diferentesdías:

T = tiempoen horasrequeridoparaqueel recuentode UIFC en los cultivos seincremente

un logaritmo de base diez sobre el recuento inmediatamenterealizado despuésde la

dilución.

C — tiempo en horasrequeridoparaque el recuentode UFC en los cultivos de control se

incrementeun logaritmo de basediez sobreel recuentoinmediatamenterealizadodespués

de la dilución.

1’ - C = intervalo de tiempo en horasduranteel cual el antibiótico pareceafectar al

crecimientobacterianodespuésde la exposición.

Este valor se ha usado como comparaciónbásicade los efectosde inhibición

persistentedel crecimientobacterianotras la exposiciónde los organismosa todos los

antibióticosestudiados.

Los resultadosobtenidoscon estafórmula se consideraronsignificativos cuandoel

EPAfue mayor o igual a 30 minutos& 182, estableciéndoseunaescaladevaloresen función

del tiempo obtenido,y así hablamosde EPA corto entre30 y 90 minutos; intermedioentre

15 y 3 horas;y largo si esmayorde 3 horas’81’278.

Las Curvasde EPA se elaborarona partir de los recuentosbacterianosefectuados

cadahora-desdeel tiempocero-y durante6-8horasseguidas.
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2.- ESTUDIOSIN VIVO

2.1.-MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN

CONEJOS POR STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE Y PROTEUS VULGARIS.

TRATAMIENTO CON OFLOXACINO

2. 1. 1.- Animales de experimentación

Se han utilizado 30 ojos correspondientesa 30 conejosalbinos de la razaNew

Zealand(suministradospor Conejos“Las Brañas” S.A.) cuyo pesoosciló entre 1750 y

2250 Kg, de 6-8 semanasde edady machos.Los animalessemantuvieroncon aportede

aguay piensoadkbitumvigilandoqueno presentaranpatologíaalguna.

2.1.2.- Microorganismos

£ pneumoniaeATCC 6303.

P. vulgar¡sATCC13315.

2.1.3.-Soluciones oftálmicas

Ofloxacino,CódigoDL-8280,Lote305.

Paraprepararla soluciónoftálmicasepesaron03 g de polvo valoradode OFX y se

diluyeron en 100 ml de soluciónsalinaestéril al 09%, ajustandoel pH con Clii 1 N entre

58 y 65.
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2.1.4.-Anestésicos

Oxibuprocainaal 04%.

2.1.5.-Preparacióndel inóculo

De un cultivo en placa del día anterior, sepreparaun inóculo en solución salina

estéril,a unaconcentraciónfinal de 3.108UFC/mi y de 1 ‘5. 108 IJIFC/ml para£ pneumoníae

y It vulgaris, respectivamente.

2.1.6.- Inoculación

Previa instilación de anestésicotópico, se realiza desepitelización corneal e

inyección intraestromalde 005 mi de inóculo con aguja 28 0 en la córneaizquierdade

cadauno de los conejossegúnla técnicadescritapor Zato279.Trabajamoscon 6 gruposde

animales:

Los gruposdel 1 al 3 correspondenaojos inoculadoscon£ pneumoniae.Al primer

gruposele asignan3 conejosy a los otrosdos6.

Los gruposdel 4 al 6 correspondena ojos inoculadoscon P. vulgarís. Al primer

gruposele asignan3 conejosy a los otrosdos6.

Grupos 1 y 4: no recibentratamiento.

Grupos 2y 5: el 01 setratacon ofioxacino desde 1 hora antesde la inoculación,

siguiendodespuéscon una pautade 2 gotascada8 horasdurante

15 díasseguidos.
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Grupos 3 y 6: el 01 se trata con ofloxacino a partir de las 24 horas de la

inoculacióny con una pautade 2 gotas cada 8 horasdurante 15

díasseguidos.

2.1.7.-Valoración clínica

Previo a la toma de muestraparael cultivo, se realizaunaevaluaciónclínica a los

3, 7 y 15 dias de la inoculación,valorandolas alteracionesa nivel decórnea,úveaanterior

y conjuntiva de cadaconejo.Cadaparámetroestudiadose cuantificade O a 3 segúnla

menoro mayorafectación,como puedeverseen lasTablasla, Ib, lc y id.

2.1.8.-Estudio microbiológico

Sehacendeterminacionesdel exudadoconjuntival y corneala los 3, 7 y 15 díasde

la inoculación,medianteraspadocon asade platino del fondo de saco conjuntival y de la

córnea,respectivamente.Inmediatamenteserealizasiembradirectade las muestrasen agar

sangrepara£ pneumoniaey en agarde MR paraP. vulgaris y selleva aincubaciónen una

estufa a 370C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas, y se interpretacomo resultado

positivo la aparicióndecrecimientoy como resultadonegativola ausenciade crecimiento.

2. 1.9.- Análisis estadístico de los resultados

Al final del estudio, se analizaron estadísticamentelos resultadosclínicos y

microbiológicosdecadagrupo,con el objetivo de establecerlas diferenciasexistentesentre

ellos. El métodoutilizado fue el de la t de Student.
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Tabla la: Valoraciónsenuográficade la córnea.

Tindail

No existe
Leve
Moderado
Intenso
No valorable

3

3
3

Hipopión

No existe
<2 mm
2-4mni
>4 miii
No valorable

3
3
3
3

Hifema

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

3
3
3
3

Fonnacióndefibrina

No existe
Leve
Moderada
Intensa
No valorable

3
3
3
3

Tabla Ib: Valoraciónsemiográficade lacámaraanterior.
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Tabla Ic: Valoraciónsemiográticadel iris.

Tabla Id: Valoraciónsemiográficade la conjuntiva.
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EN

CON

22.- MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA

CONEJOS POR STREPTOCOCCUSPNEUMONIAE. TRATAMIENTO

TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA

2.2. 1.- Animales de experimentación

Se han utilizado 36 ojos correspondientesa 36 conejosalbinos de la razaNew

Zealand (suministradospor Conejos “Las Brañas” SA.) cuyo pesoosciló entre 1750 y

2’250 Kg. de 6-8 semanasde edady machos.Los animalesse mantuvieroncon aportede

aguay piensoad ¡¡baum vigilandoque no presentaranpatologíaalguna.

2.2.2.- Microorganismos

£ pneumornaeATCC 6303.

2.2.3.- Soluciones oftálmicas

Placebo(Excipientesin sustanciaactiva,Zambón).

Tiamfenicolcolirio 05%(Zambón).

TobrexSoluciónOftálmica(Alcón-Iberhis).

2.2.4.- Anestésicos

Tiopentalsódico.

Oxibuprocainaal 04%.
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2.2.5.-Preparación del inóculo

De un cultivo en placa del día anterior, se preparaun inóculo en solución salina

estérila unaconcentraciónfinal de 5.108UFCImI.

2.2.6.-Inoculación

Previa anestesiageneral con tiopental 15 mg/Kg/IV e instilación de anestésico

tópico, serealizadesepitelizacióncorneal e inyecciónintraestromalde 005 ml de inóculo

con aguja 28 G, en la córneaizquierda de cada uno de los conejos. Trabajamoscon

6 gruposde 6 animales:

Grupo 1: el 01 setratacon placebodesde1 horaantesde la inoculación, siguiendo

despuéscon unapautade2 gotascada8 horasdurante15 díasseguidos.

Grupo 2: el 01 se tratacon placeboa partir de las 24 horasde la inoculacióny con

unapautade 2 gotascada8 horasdurante15 díasseguidos.

Grupo 3: el O! se trata con tiamfenicol desde 1 hora antes de la inoculación,

siguiendodespuéscon unapautade 2 gotascada8 horasdurante15 días

seguidos.

Grupo 4: el 01 setratacon tiamfenicola partir de las 24 horasde la inoculacióny

con unapautade 2 gotascada8 horasdurante15 díasseguidos.

Grupo 5: el O! se trata con tobramicinadesde 1 hora antesde la inoculación,

siguiendodespuéscon unapautade 2 gotascada8 horasdurante15 días

seguidos.
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Grupo6: el 01 setratacon tobramicinaa partir de las 24 horasde la inoculacióny

con unapautade 2 gotascada8 horasdurante15 díasseguidos.

A cadauno de los 6 gruposy a cadafármacosele adjudicaun código de coloresde

tal formaque cadafármacoseadministraa un grupode profilaxis y a otro de tratamientoy

en todomomentose desconoceel tipo de fármacoquese estáinstilando.

2.2.7.- Valoración clínica

Previo a la toma de muestraparael cultivo, serealizauna evaluaciónclínicaa los

3, 7 y 15 díasde la inoculación,valorandolas alteracionesa nivel de córnea,úveaanterior

y conjuntiva de cadaconejo. Cadaparámetroestudiadose cuantificade O a 3 segúnla

menoro mayorafectación,como puedeverseen las Tablasla, Ib, lc y íd.

2.2.8.-Estudio microbiológico

Sehacendeterminacionesdel exudadoconjuntival y corneala los 3, 7 y 15 díasde

la inoculación,medianteraspadocon asade platino del fondo de saco conjuntival y de la

córnea,respectivamente.Inmediatamentese realizasiembradirectade las muestrasen agar

sangrey sellevaa incubaciónen unaestufaa370C. La lecturasehacea las 24 y 48 horasy

se interpreta como resultadopositivo la aparición de crecimiento y como resultado

negativola ausenciade crecimiento.

2.2.9. - Evaluación del número de bacterias viables uresentes en la córnea extraída

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

queratectomiacon tijeras de todas las córneas,que se introducen inmediatamenteen
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soluciónsalina estérily sesometena un procesode agitacióndurante5 minutosseguidos

en un vórtex. A continuaciónse realizandiluciones seriadasdel líquido de fase, que se

siembranmedianteextensiónde un volumen 25 ~.iIcon un asade Dubraskyen agarsangre,

para su recuentotras incubación a 370C. La lectura se hace a las 24 y 48 horas,y se

cuantificaatendiendoal númerode UFC/mI encontradas.

2.2.10.-Estudio anatomonatológico

Serealizaevaluaciónhistopatológicade un ojo del grupo placebo,elegido al azar,

al final deltiempode experimentación.

2.2.11.-Análisis estadístico de los resultados

Al final del estudio, se analizaron estadísticamentelos resultados clínicos y

microbiológicos de cadagrupo, con objeto de establecerlas diferenciasexistentesentre

ellos. El métodoutilizadofue el de la 1 de Student.
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Resultados

• - RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VITRO

1.1.- CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA

EN FUNCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y

BACTERICIDAS

1. 1. 1.- Concentración ¡ninima inhibitoria

Ofloxacino, al igual quegentamicina, presentóuna CMI en el limite de la resistencia

frenteal & pneumoniae.Frentea los Staphylococcusmostró una sensibilidadigual a la de

los aminoglucósidos.

Frente a E. coli presentó la mayor sensibilidad, 16 veces más sensibleque los

aminoglucósidos. También frente a P. vulgaris, presentó la mayor sensibilidad, pero fUe

sólo dos veces más sensible que gentamicina y tobramicina. Frente a P. aerugínosase

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

Tiamfenicol fUe sensible para el £ pneumoniaecon una CMI menor que la de

ofloxacino y los aminoglucósidos. También presentó buena sensibilidad frente al

£ epidermidís,pero frente al £ aureus-al igual que frente al P. vulgaris- mostró una CMI

de sensibilidad intermedia (CMI = 32 .±gImI).En cualquier caso,E. cok y P. aerug¡nosa

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 superó en todos los casos el limite de la resistencia establecido

en 4 gg/ml.

Los amino2lucósidos presentaron unas CMI sensibles y superponibles para los

Staphylococcusy las Enterobacteriaceae.£ pneumoniae se mostró resistente a
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tobramicina, pero P. aeruginosa11w la que presentó mejor sensibilidad a tobramicina

(CMI = 025 p.g/m]).

1. 1.2. - Concentración mínima bactericida

En general encontramos coincidencia entre los valores de CMI y CMB, lo cual no

es de extrafiar ya que se trata de antibióticos por definición bactericidas. Sólo en el caso de

Proteusvulgarís frente a rifampicina y tiamfenicol -bacteriostático- vemos que la CMB

supera con creces la CMI.

En la Tabla 2 se detallan los valores de la CMI y CMB.
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Ofloxacino £ pneumon¡ae ATCC 6303
Saureus ATCC 29213
5 epidermidis ATCC 12228
E. cdi ATCC 25922
9. vulgaris ATCC 13315
P. aerugínosa ATCC 9721

0
0’5
05
003
0t06
05

0
05
05
003
0106

1
Ijainfenicol £ pneuinoniaeATCC 6303

SaureusATCC 29213
5 epidermidisATCC 12228
E. coli ATCC 25922
9. vulgarisATCC13315
9. aerug¿nosaATCC 9721

3
32
4

64
32
64

3
32
8

128
>128
¡28

Rifampicina £ pneumoniaeATCC 6303
S.aureusATCC 29213
SepidernzidisATCC 12228
E. cali ATCC 25922
9. vulgarisATCC13315
9. aeruginosaATCC 9721

003
0’015
0’015

8
16
32

0’03
003
0’03

8
128
32

Gentamicina £ pneumoniaeATCC6303
SaureusATCC 29213
SepidermidisATCC12228
E. cdi ATCC 25922
9. vu/garisAlCC13315
9. aeruginosaATCC9721

0
025
012
0’5
012

1

0
025
012
05
025

2
Tobrainicina £ pneumoniaeATCC 6303

SaureusATCC29213
5 epidermidisATCC 12228
E. cali ATCC25922
9. vulgarisAlCC 13315
P. aeruginosaATCC 9721

0
0’25
0’25
05

012
0’25

16
025
0’25
05
025
0’5

Tabla2: Concentraciones mínimas inhibitorias y bactericidas de ofloxacino, tiamfenicol,
rifampicina, gentandcinay tobramicina frente a cepas estándarde 5. pneumoniae.
£ aureus,£ epiderinidis,E. cali, 9. vulgarisy 9. aeruginosa.
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1.2.- CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXPRESADA

EN FUNCIÓN DEL EFECTO POSTANTIBIÓTICO

1.2.1.- Efecto sobre el crecimiento de & ~neumornaeATCC 6303 tras la exposición

durante una hora a varios antimicrobianos

lq (LtfCtni)
43

Ofloxacino: con un inóculo

de 106 UFC/m], no encontramos

EPA a CMI. Con concentraciones

de 6’8 i.tg/ml se obtuvo un EPA de

1,1 horas, que se prolongó a

31 horas a 10 CMI, observando que

los cultivos empezaban a recuperarse

entre la & y la 7 hora de

seguimiento, en este último caso.

Tiamfenicol: con un inóculo

de 10~ UFCIm1, presentó un EPA de

09 horas a CMI, que se prolongó a

2 horas a 10 CMI, observando que

los cultivos empezaban a recuperarse

a partir de la 5’ hora de seguimiento,

en este último caso.

<5

*6,~pgb.d
tOCM)

*6,8 pg/n~! EPA *10 CMI EPA

Fit. 5: EPAdeofloncino aCMI, 6.8 Mg/SI ylO CMI frente.
8. pacumonlieATOC 6303.

7,5

~CONTROL +CMI

CONTROL EPA *~7)J¡ EPA

tlO CM!

~ 10CM! EPA

pt~ 6: EPA dc tiumfeakol a CMIyIO CMI frenteaS.pneumoáeATC~ 6303.

£3o

~COR7ROL +CMI

•CONIXOLFJ’A * CMIEPA

1 2 3 4 .5 6 7

horas

lq (hFCbwi)

o 1 2 3 4 .5 6

hora,
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Rifampicina: con un inóculo

de 10~ UFC/mI, mostró un EPA

poco significativo, de 0’5 horas, a

CMI. A 10 CMI el EPA fUe

de 19 horas, observándose una

recuperación de los cultivos a partir

de la 5’ hora de seguimiento.

Fg.7:EPAdeuifaqñ~i¡. a CI.41y10 (IX! Irene a 5. pawuoúe AT(IE 6303.

¡sg WFCIwJ)

Gentamicina: con un inóculo

de 10~ UFC/mI, mostró un EPA

poco significativo, de 0,6 horas, a

CMI. A 10 CMI no encontramos

recuperación de los cultivos después

de 7 horas de seguimiento, pudiendo

decir que el EPA será mayor de

5 horas.

0 í ~ i ~ ¿ t
hora,

~CONTROL +CMI

CONTROLEPA * CMI EPA

CM!

~ 20 CMI EPA

F~.8;EPA degentamúina.CMIylO CMI frene¡ S.pneumoúeATCE 6303.

Tobramicina: con un inóculo de 106 UFC/m], el EPA a CMI fUe de 0,8 horas.

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

antibiótico que nos dejó sin inóculo bacteriano tras la dilución.

log (UFCiral)

7

3

3
0 1 2 3 4 .5 6

hora,

~CONTROL +CMI

CONTROL EPA * CMI EPA

tZOCM!

CM! EPA

8

6

4

2

(7 ~ — y y —
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Con un inóculo de 1 0~ IJFC/ml, presentó un EPA de 0’9 horas a CMI, que se

prolongó a 34 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a recuperarse entre

la 68 y la 7’ hora de seguimiento, en este último caso.

¡cg (vrc~,~p k! (VFChd)

8

6

4

2

¡ 2 3 4 5 6

Mons

o
o 1 k j 3 6 7

~CORTROL +CAJ¡ *10CM! —cONTROL +CM¡ *10 CMI

COPJTROLEFA *CMI EPA *IOCYMIEPA •CONTROL EPA *CMJ EPA IOCM!EPA

F~.9:EPAde Éobnmkic. áQ4IyIO 311 finteeS. pecumoñe ATCC63OS. F~.1O: EPAde tobrahbeta • CMIyIO 311 Inste .5. pBCCMÓSÉCATCXE3C3.

1.2.2.- Efecto sobre el crecimiento de & aureus ATCC 29213 tras la exposición

durante una hora a varios antiinicrobianos

Ofloxacino: con un inóculo de

101 UFC/ml, no encontramos EPA a

¼CMI, a CMI mostró un EPA poco

significativo de 05 horas, que se

prolongó a 1’3 horas a 5 CMI. A

10 CMI el EPA fUe de 19 horas,

observándose una recuperación de los

cultivos entre la 4’ y la 5’ hora de

seguimiento.

*3 CM!
t2OCM¡

+JCMIFJA *IOCMLFZ4

FÍ. 11: EPAde ofioxacino . CMI, 5 CMIyLO CMlfreatea
S. lufeis ATcC 29213.

6J

4

o
o

¡s~ (Ulcid>

0 ¡ 2 3 4 .5 6

flora,

~CONTY.OL +CM!

CONZXOL APA * CMIEPA
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lq (UFCbn~)

8Tiamfenicol: con un inóculo

de 10~ UFC/ml, presentó un EPA de

11 horas a CMI, que se prolongó a

29 horas a 10 CMI, observando que

los cultivos empezaban a recuperarse

entre la 58 y la 6’ hora de

seguimiento, en este último caso.

7

6

.5

4

3
O

~CONTROL ±CMI

CONTROL EPA * CMI EPA

*10 CMI

*10 CMI EPA

Fig. 12; EPAde ímfcmicol a CMI y 10 CMI frentea 3.curenATCC 29213.

Rifampicina: con un inóculo

de 10~ UFC/m], presentó un EPA de

09 horas a CMI. A 10 CMI no

encontramos recuperación de los

cultivos después de 6 horas de

seguimiento, pudiendo decir que el

EPA será mayor de 33 horas.

4,5

25
o

CONTROL + CMI

CONTROL EPA * CMIEPA

* JO CMI

~ lO CMIEPA

Ft. 13:EPA de rifaquiciaa a CMI y 10 CMI frente a E. —reus AT(IE~213.

Gentamicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, mostró un EPA poco significativo, de

0,5 horas, a CMI, que se prolongó a 2’1 horas a 10 CMI, observando que los cultivos

empezaban a recuperarse entre la 4’ y la 58 hora de seguimiento, en este último caso.

1 2 3 4 .5 6

hora:

¡sg(VFCb~d)
$5

1 2 3 4 3 6

hora:
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Tobramicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, presentó un EPA de 1,9 horas a CMI,

que se prolongó a 22 horas a 10 CMI, observando que los cultivos empezaban a

recuperarse a partir de la 5’ hora de seguimiento, en este último caso.

¡c (VFCM4)

8

6

4

a

£
1 ~ i 4 5 6 7

‘~ 0JFc4.t&)

hora,

CONTROL +CMJ *10CM!

CONTROL EPA *CMIUA UOCMIEPA

F~. 14: EPAde geatamriu • cMIylO 00 Ueste. S.nteusATOZ9Zl3

1.2.3.-Efecto sobre el crecimiento de & eDidermidisATCC 12228 tras la exposición

durante una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inóculo de

10~ UFC/ml, presentó un EPA de 08 horas a

CMI, que se prolongó a 2’4 horas a 10 CMI,

observando que los cultivos empezaban a

recuperarse entre la 5’ y la 6 hora de

seguimiento, en este último caso.
0 1 2 3 4 5 6

hora,

~CONTROL +CLI *lOCJfl

CONTROLEPA *CMIfJA ~l0 CMIEPA

F~. lEe EPA de ofbx.csoa CM! ylO CMI fre,tea 5. epídnsídisMCC 12228.

ho~

~CONTROL +0W *10CM!

CONTROL EPA *CM! EPA 10 CMIEPA

Fig. LI: ETAIe tobnzkia, • CMIyIO (MUtile .5. ,re.,ATCCZ9ZI3,

6

4
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Tiamfenicol: con un inóculo de

10~ UFC/ml, presentó un EPA de 13 horas a

CMI y de 15 horas a 5 CMI, observando que

los cultivos empezaban a recuperarse entre la

48 y la 58 hora de seguimiento, en ambos

casos.
hora,

~CONTROL +~M¡

CONTROLEPA * CMI EPA 3 CM! EPA

F¡& U: EPA de tuuieáicol. 0.41 yS CMI frente, 5. epdermí4i.AT~I22~.

Rifampicina: con un inóculo de

10~ UFC/mi, presentó un EPA de 19 horas a

CMI. A 10 CMI no encontramos

recuperación de los cultivos después de

8 horas de seguimiento, pudiendo decir que

el EPA será mayor de 51 horas.

Gentamicina: con un inóculo de

10~ UFC/mJ, mostró un EPA poco

significativo, de 07 horas, a CMI, que se

prolongó a 1’7 horas a 5 CMI. A 10 CMI no

pudo determinarse el EPA debido a la

marcada actividad bactericida del antibiótico

frente a esta bacteria a esta concentración.

6.

4

2

o

!q ¿UFCM4

0 1 2 3 4 5 6 7

-~COrROL +CMI
4CONTROLEPA *CM¡EPA 5 CM! EPA

~ EPA de¡nbmk.. • OMyS 041 Infle. 5. epideruíbATCCl222t.

iq (UFC/Fd>

7,3

4,3

o 1 2 3 4 5 6

L
1 (UFChd>

9

6

5

4

0 2 2 3 4 3 6 7 8

ho..,

~CONTROL +~fiJ¡ 10CM1

CONTROL EPA *CMIUA *10CM; EPA

FIg.It ErAde rhq~i.a500710041 frente. S.epilermidú AICXr 12221.

fin,
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Iq (UFChd)

7.5 -

Tobramicina: con un ¡nóculo

de 10~ IJFC/mi, presentó un EPA de

25 horas a CMII. A 5 y 10 CMI no

pudo determinarse el EPA debido a

la marcada actividad bactericida del
$.5

antibiótico frente a esta bacteria a
23

estas concentraciones. O
hora,

CONTROL +CM! CONTROL EPA * CMIEPA

FÍg. 20:EPA detobu.néiaaa CMI hernie eS. eviderniidÉ ATCC 12~S.

1.2.4.- Efecto sobre el crecimiento de E. colí ATCC 25922 tras la exuosicióndurante

una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inóculo

de I0~ UFC/ml, no encontramos

EPA a CMI. A 10 CMI no

observamos recuperación de los

cultivos después de 6 horas de

seguimiento, pudiendo decir que el

EPA será mayorde 32 horas. horas

~CON~ROL ±CMI tío CMI

CONTROLEPA *CMI EPA tOCWEPA

Fig. 21: EPA de ofloscino,CMI ylO CLII frentea E.coIiATCC 25922.

¡cg (UF CMIO

2 2 3 4 .5 6 7

0 1 2 3 3 6
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Rifampicina: con un inóculo de

10~ UFC/ml, presentó un EPA de l’5 horas a

CMI. Con concentraciones de 4 CMI,

10 CMI y 40 CMI no encontramos

recuperación de los cultivos después de

7 horas de seguimiento, pudiendo decir que

el EPA será mayor de 42 horas en los

3 casos.

¡o~ (UFCM4)
lo

8

6

4

2 o 1 2 3 4 5 6 7
Mora,

CONIXOL +0W *4CM! *16CM!
•COA’IXOL EPA * CM! 9.4 +4 CMI PAR •bO CMI PAR

F~.U EPAd, rifawitiua • CMI. 4011710 CMI flema. a
E. ccli ATC~ 25922

Gentamicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, no encontramos EPA a CMI.

A 10 CMI el EPA fue de 22 horas, observándose una recuperación de los cultivos a partir

de la 5’ hora de seguimiento.

Tobramicina: con un inóculo de 10~ UFC/ml, no encontramos EPA a CMI.

A 10 CMI el EPA fUe de 21 horas, observándose una recuperación de los cultivos entre la
48 y la 5’ hora de seguimiento.

10

8

4

2

o

¡og WFCIw4)

01 4 5 6 7

Mora,

~CONTROL +CMI *16CM!

CONTROLEPA *CMI EPA IOCMJEPA

F~. 23: EPA de geatamká. oCMI yiO CMI &e•te a E. ccli AT(t 25922

~COMTROL +CM! ~10 CMI
4 CONTROL EPA * CMI EPA 10 CMI EPA

Fi& 24: EPA& bobrantin,o OAIyIO CM! ¡seat a E. ccli MCC 25922

¡cg (TJFCbwJ)

0 1 2 3 4 5 ~

horas
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1.2.5.- Efecto sobre el crecimiento de P. vulzaris ATCC 13315 tras la exposición

durante una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inóculo de

1O7UFC/ml presentó un EPA de 3 horas a

CMI. Con concentraciones de 68 pg/ml se

obtuvo un EPA de 35 horas, observando que

~oscultivos empezaban a recuperarse entre

la 6’ y la 7’ hora de seguimiento.

8

6

4

2

4
o 1 ~ 4 •~ ~ 6 7

Mo.,

~CONTROL +C’AJl 48p,JmI

4COA’TROLEPA *CM! EPA *48n1m1 EPA

Fug. 25: EpAde oIoncí,o• Ofly6,S~.gIml frerne. .3. nigar~ ATCCI33IS.

Tiamfenicol: con un inóculo de

1O~ UFC/ml, presentó un EPA de 15 horas a

CMI y de l’7 horas a 10 CMII, observando

que los cultivos empezaban a recuperarse

entre la 48 y la 9 hora de seguimiento, en

ambos casos.
CONTROL +CMI *10CM]

COIJTROL EPA *CMIPA *10CM] EPA

Fi.. ~:Eflde t¡sfemicól.0.41.10CMI ¡segre.P.vuI,u,i, ATCCI33I5.

log (U20)

Rifampicina: con un inóculo de

10~ UFC/mI, presentó un EPA de 1’7 horas a

CMI, observándose una recuperación de los

cultivos entre la 4’ y la 9 hora de

seguimiento.

Moni

CONTROL+ CMI CONTROLEPA * CMIEPA

Ft. fl ErAde rihqkffl. a 011Ingle.?. w~,ris MCC 13315.

.5

3
0 1 2 3 4 5 6 7

hora,

5

3
o 1 2 3 4 5 6
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Gentamicina: con un inóculo de I0~ UFC/nd, no encontramos EPA a

A 10 CMI el EPA fUe de l’7 horas, observándose una recuperación de los cultivos a

de la 48 hora de seguimiento.

CMI.

partir

Tobramicina: con un inóculo de 1 0~ UIFC/ml, no encontramos EPA a CMI,

nia 10 CMI.

¡sg (UFCM4) ¡cg
111FCM4)

7

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Mora,

~CONTROL +CM! tWt’fi4¡

CONTROLEPA * CM! EPA ~ 10 CMIEPA

Pi. 21: EPA degeaníúw• CMIyIO CMI frene.?.vuIgnáATCC 13315.

hora,

CONTROL +CMI *10CM!

CONTROLEPA *CMIUA *10CM] EPA

Fi;. 29~.EPAdeÉobmúi..s OdIyIO0.41finteéP.v.~aÑATCCl33i5.

1.2.6.- Efecto sobre el crecimiento de P. aerurinosaATCC 9721 tras la exposición

durante una hora a varios antimicrobianos

Ofloxacino: con un inóculo

de 1 Q7 UFC/ml, presentó un EPA de

1 hora a CMI. Con concentraciones

de 10 CMI se observó una

recuperación de los cultivos a partir

de la 7’ hora de seguimiento,

pudiendo decir que el EPA será

mayor a 5 horas.

Fig. 30; EPA deofloneinoa (IdI yiO CMI frenteoP.aernginoa.ATCC9I2I.

8

6

4

2

lq ¿VFCh,,1)
8

6

4

O
9 lO

hora:

~CONTROL +CMI *10 CMI

CONTROL EPA *CMI EPA ~10CMI EPA
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a
Tiamfenicol: con un inóculo de

1 Q6 UFC/ml, presentó un EPA de 1 hora a

CMII. A 10 CMI el EPA fUe de 1’6 horas,

observándose una recuperación de los

cultivos a partir de la 4’ hora de seguimiento.

7

4

¡t~ (VFC&rJ)

¡c~ (Wthw¡J

Rifampicina: con un inóculo de

1O7UFC/ml, presentó un EPA de 27 horas a

CMI. A 10 CMI el EPA fUe de 4’6 horas,

observándose una recuperación de los

cultivos a partir de la 7’ hora de seguimiento.

Gentamicina: con un inóculo de

1 0~ UFC/mJ, presentó un EPA de 2 horas a

CMI. Con concentraciones de 10 CMI se

observó una recuperación de los cultivos a

partir de la 88 hora de seguimiento, pudiendo

decir que el EPA será mayor a 5 horas.

6

5

4

¡ce WFCM.¿)

8

6

4

o
o ík 3 4 i ~

~CONTROL +0.41 tlO CMI

CONTROL EPA *CM1 EPA tOCM! EPA

Fig. 33:E?Ade geéIuúí,.,CMIyIC 04! fintee?. aeuygiaos. ATCC97ZI.

0 1 2 3 4 5 6 7

Mo.,

C0NTROL +CM¡ tIO CMI

4CONTROLEPA *CM! EPA *10 CMIEPA

F~.3l:E?Adeé.~eúoI. (MylO Qqflenre e?. aengiaoss ATCC97ZI.

0 2 4 6 8

Mora,

~CONTROL +CM! 10CM1

CONTROLEPA *CM) EPA *10CM] EPA

Ft. 3L ErAda rih.#in e CMIylO Qq ¡seates?.íer.gi.on ATCC972I.

7 8 lO

Moni
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¡cg (VFC&i~)

Tobramicina: con un

inóculo de 1O~ UFC/ml, presentó

un EPA de 1 hora a CMI. A

10 CMI el EPA fue de 3 horas,

observándose una recuperación de

los cultivos entre la 5’ y la 6’ hora

de seguimiento.

6.

4

2

O
O l~ i ~ i 6 7 8 9 10

hora,

~CONTROL +CMI

CONTROL EPA * CMI EPA

* 10 CMI

‘10 CMIEPA

Fig.34:EPAde tobrañci¡.a CMI ylO (LII frenteal’. netugmozaATCC 9721.

En las Tablas 3-8 se detallan los valores del EPA.
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Ofloxacino

Tiamfenicol

Rifampicina 0’03 003 05 + O’1
0’3 19+01

Gentamicina 4 4 06 + 0’1
40 >5+1

Tobramícina 8 8 09 + 0’05
80 34+03

Tabla3: Efecto postantibióticode olloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicinay tobramicinafrente a Streptococcuspneumoniae
ATCC 6303.

Ofloxacino
0,5 05 + 03
2’5 13+01

5 1’9+0’4

Tiamfenicol 32 32 11 + 01
320 29+01

Rifampicina 0’015 01015 09+03
0’15 =3’3+0’1

Gentamicina 0’25 025 0,5 + 02
25 2’1+0’2

Tobramicina 0’25 025 19 + 02
25 2’2+0’4

Tabla 4: Efecto postantíbiáticode ofloxacino, tianifenicol, rifampicina,
gentamicinay tobramicina frente a Staphylococcusaureus
ATCC 29213.

Tiamfenicol

Rifampicina 0’015 0015
015

19 + 01
>5’1

Gentamicina 0’12 012

06

07 + 01

1’7+0’1
Tobramicina 0’25 0125 2’5 + 0.1

Tabla5: Efecto postantibiáticode ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina,
gentamicinay tobraxnicinafrentea Staphylococcusepidermidis
ATCC 12228.
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Ofloxacino 003 003
0’3

02 + 02
=32+02

Rifampicina 8 3
32
80

1’5 + 02
=42+02
=42+02

Gentamicina 05 05
5

02 + 02
22+02

Tobramicina 0’5 05
5

2
21+04

Tabla 6: Efectopostantibi6ticode ofloxacino,rifampicina, gentamicinay
tobramicinafrenteaEseherichiacali ATCC 25922.

Ofloxacino 006 0’06
68

3 + 0,1
35+01

Tiamfenicol
320 1’7+0’2

Rifampicina
Gentamicina 012 0’12 1

17+01
Tobramicina 012 0’12

12
0
0

Tabla7: Efecto postantibióticode ofloxacino, tíamfenicol, rifampicina,
gentamicina y tobramicina frente a Proteus vulgaris
ATCC 13315.

Olloxacino
5 5+0’2

Tiamfenicol
640 1’6+01

Rifampicina
320 46+01

Gentamicina 1 1
10

2+05 -
5+02

Tobramicína 025 025
25

1 + 03
3+0’1

Tabla8: Efecto postantibióticode ofloxacino, tiainfenico¡, rifampicina,
gentamicinay tobramicinafrente a Pseudomonasaerug¡nosa
ATCC 9721.

Resultados
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2- RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS IN VIVO

2.1.-MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN

CONEJOS POR STREPTOCOCCUSPNEUMONL4E Y PROTEUS VULGZ4RIS.

TRATAMIENTO CON OFLOXACINO

2.1.1.-Resultadosclínicos

2. 1.1.1.- Ensayocon & pneumoniae(Tabla 9)

Control: todas las córneas presentaron un edema intenso asociado a la formación de

un leucoma mayor de 4 mm que impedía la visualización de la cámara anterior durante todo

el tiempo de estudio, aunque en el tercer día destaca la formación de hipopión en un caso.

Observamos aumento de la neovascularización en la segunda semana y persistencia de las

úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación corneal leve en el decimoquinto día.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e

intensa durante las dos semanas, aunque la quemosis y secreción se hacen leves al final del

estudio. Todos los ojos evolucionaron hacia laptísísbull’¡.

Profilaxis: el edema corneal fue leve en todos los casos desapareciendo en el

decimoquinto día. Se observó formación de un leucoma menor de 2 mm junto a una

neovascularización que no llegó a afectar a un cuadrante durante todo el período de

estudio. La úlcera que no alcanza los 2 mm ha desaparecido en un tercio de los casos en el

séptimo día y lo mismo ocurre con la deformación corneal, que de ser leve pasa a no existir

al final de las dos semanas.

No se evidenció afectación uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y

ciliar, entre leve y moderada los tres primeros días, tiende a desaparecer hacia el séptimo
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día en que ya no se observa quemosis, siendo todos los parámetros 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 observó persistencia de leucoma menor a 2 mmy neovascularización

que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al final del estudio. La úlcera de 2-4 mm

de diámetro inicia su mejoría, al igual que la deformación comeal, a partir del séptimo dia y

en el decimoquinto ambas han desaparecido en todos los casos.

No se observó reacción uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y ciliar

fUeron intensa y moderada, respectivamente, durante la primera semana, apreciándose

quemosis y secreción leves, pero al final del tratamiento todos estos parámetros se han

normalizado en todos los casos.

2.1.1.2.- Ensayocon P. vulgoris (Tabla 10)

Control: todas las córneas presentaron un edema entre moderado e intenso asociado

a la formación de un leucoma entre 2 y =4 mmde diámetro que no permitió la

visualización de la cámara anterior, aunque, también en un caso y en el tercer día, destaca la

formación de hipopión. Observamos aumento de la neovascularización importante en la

segunda semana y persistencia de las úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación comeal

leve en el decimoquinto día.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival y ciliar intensa y quemosis y

secreción moderadas en la primera semana, que evolucionan hacia una menor intensidad

-moderada y leve, respectivamente- en la segunda semana. Todos los ojos evolucionaron

hacia laptisís bu/hl.
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Profilaxis: el edema corneal fue leve en todos los casos, desapareciendo en el

decimoquinto día. Se observó formación de un leucoma menor a 2 mm sin

neovascularización, que persistió durante todo el estudio. La úlcera de 2-4 mm de diámetro

en el tercer día tiende a disminuir su tamaño, de forma que a partir del séptimo día ha

cerrado en todos los casos menos en uno y es inexistente al final del tratamiento. Lo mismo

ocurre con la deformación corneal, que de ser leve pasa a no existir al final de las dos

semanas.

No se evidencié afectación uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntiva) y

ciliar entre leve y moderada los tres primeros días, tiende a desaparecer hacia el séptimo día

y la quemosis y secreción conjuntivales no se detectan desde el tercer día de la evolución.

Tratamiento: el edema comeal fUe moderado entre el tercero y séptimo día,

persistiendo de forma leve al final de las dos semanas. Se observó un leucoma residual

menor a 2 mm y discreta neovascularización en todos los casos al final del estudio. La

úlcera de 2-4 mm de diámetro inicia su mejoría, al igual que la deformación corneal, a partir

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

No se observó reacción uveal en ningún momento. La hiperemia conjuntival y ciliar

frieron moderada e intensa, respectivamente, durante la primera semana, apreciándose

quemosis y secreción leves. Al final del tratamiento todos estos parámetros se han

normalizado en todos los casos excepto en uno, en el que persiste hiperemia conjuntival

leve.
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3«d 70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d

3 3 3 0-1 0-1 0 2 1 0-1
3 3 3 1 0-1 0-1 2-3 1-2 1

Neovascularización 0 1-2 2-3 0 0-1 0-1 0 0-1 1
3 2-3 1-2 0-1 0-1 0 2-3 0-1 0

Deformación 1-2 1 1 0-1 0-1 0 1 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindail - - - - - - - - -

Hipopión 0-1 - - O O O O O O
Hifema O - - O 0 0 0 0 0
Formacióndefibrina - - - - - - - - -

IRIS
Hiperemia O - - O O O O O O
Irregularidadpupilar O - - O O O O O O
Sineiuias O - - O O O O O O
CONJUNTIVA
Hiperemia conjuntival 2-3 3 2-3 1-2 0-1 0 3 2 0
Hiperemiaciliar 2 2-3 2-3 1-2 0-1 0 2-3 2 0
Quemosis 1-2 1-2 1 1-2 0 0 1 0 0
Secreción 2-3 1-2 1 1-2 0-1 0 1 0-1 0

Tabla9: Queratitispor£ pneumoniaeATCC 6303. Ensayoconofloxacino.Resultadosclínicos.

70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d

Edema 2-3 2-3 2 2 0-1 O 1-2 1 0-1
Leucoma
Neovascularización 0 2-3 2-3 0 0 0 0 0-1
Ulcera 2-3 2-3 1-2 1-2 0-1 0 1-2 1-2 0
Deformación 0-1 1 1 0-1 0-1 0 1-2 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -

Hipopión 0-1 - - 0 0 0 0 0 0
Hifema O - - 0 0 0 0 0 0
Formaciónde fibrina - - - - - - - - -

IRIS
Hiperemia O - - O O O O O O
Irreguiaridadpupilar O - - 0 0 0 0 0 0
Sineguias O - - 0 0 0 0 0 0
CONJUNTiVA
Hiperemiaconjuntival 3 3 1-2 1-2 1 0-1 2 1 0-1
Hiperemiaciliar 3 2 1-2 1-2 1 0 2-3 2 0
Quemosis 2-3 1-2 1 1 0 0 1 0-1 0
Secreción 1-2 1 1 1 0 0 1 0-1 0

Tabla 10: QueratitisporP. vulgarEsATCC 13315.Ensayoconofloxacino.Resultadosclínicos.
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2 1 2 - Resultados¡nicrobioló2icos

2 1 2 1 - Ensayocon S. pneumoniae(Tabla 11)

Control: al tercer día el 666% de los cultivos corneales son positivos para

S. pneumoníae; al séptimo día el porcentaje disminuye a un 333% y aislamos

Staphylococcusspp. en el 333% de las conjuntivas. En el decimoquinto día todos los

cultivos son negativos para £ pneumon¡aey aislamos Staphylococcusspp. en el 333% de

las córneas y en el 666% de las conjuntivas.

Profilaxis: todos los cultivos son negativos para £ pneumoníae durante todo el

estudio, alslándose Staphy¡ococcusspp. en el 166% de las conjuntivas en el tercer día, en

el 166% de las córneas y 50% de las conjuntivas en el séptimo día y en el 66’6% de las

córneas y 333% de las conjuntivas en el decimoquinto día.

Tratamiento: los cultivos son positivos en el 333% de las córneas para

5 pnemon¡aeen el tercer día; el séptimo y decimoquinto día todos los cultivos son

negativos para £ pneumoníae, pero encontramos contaminación por Staphylococcusspp.

en el 833% de las conjuntivas en el séptimo día y un 50% de las córneas al final del

estudio.

2.1.2.2.-Ensayocon P. vsdgaris(Tabla 12)

Control: al tercer día todos los cultivos de córnea y conjuntiva son positivos para

P. vulgaris; en el séptimo día este porcentaje ha descendido a un 33’3% tanto en córnea

como en conjuntiva, aislándose contaminación por Staphylococcusspp.en el 33’3 % de las

córneas y en el 666% de las conjuntivas; en el decimoquinto día todos los cultivos son

negativosparaP. vulgans,aislándoseStaphylococcusspp. en el 666% de las córneas 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 sólo en el séptimo día se aísla StaphyloCoccusspp. en el 33’3% de las muestras

de córnea 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 córneas y en el 333% de las conjuntivas para P. vulgaris, encontrándose,

además, en conjuntiva un 166% de cultivos contaminados por Staphylococcusspp. En el

séptimo día sólo hay un 16’6% de positividad para P. vulgarís en la córnea y se aísla

Staphy¡ococcusspp. en el 333% de las mismas; en conjuntiva el aislamiento de

estafilococos alcanza un 666%. En el decimoquinto día todos los cultivos son negativos

para P. vulgarís, y encontramos Staphylococcusspp. en el 666% de las córneas y

conjuntivas.

Tabla 11: Queratitispor£ pneumoniaeATCC 6303.Ensayoconofloxacino.Resultadosmicrobiológicos.

Tabla12: QueratitisporP. vulgarEs ATCC 13315.Ensayoconotioxacino.Resultadosmicrobiológicos.
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2.2 - MODELO EXPERIMENTAL DE QUERATITIS BACTERIANA EN

CONEJOS POR STREPTOCOCCUS PNEUMONL4E. TRATAMIENTO CON

TIAMFENICOL Y TOBRAMICINA.

2.2.1.- Resultadosclínicos (Tablas 13 y 14)

2.2.1.1.-Grupo placebo

Profilaxis: todas las córneas presentaron un edema entre moderado e intenso

asociado a la formación de un leucoma mayor de 4 mm de diámetro que impedía la

visualización de la cámara anterior durante todo el tiempo de estudio, aunque en el tercer

día se puede apreciar la formación de hipopión. Observamos aumento de la

neovascularización mayor a dos cuadrantes en la segunda semana y persistencia de las

úlceras de 2-4 mm de diámetro y deformación corneal moderada en el decimoquinto día.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntiva) y ciliar intensa en e) tercer día

que se hacen moderadas en el séptimo día y leves al final de las dos semanas, aunque la

quemosis y secreción se mantienen entre leves y moderadas durante todo el tiempo de

seguimiento.

Tratamiento: todas las córneas presentaron un edema intenso asociado a la

formación de un leucoma mayor de 4 mmque impedía la visualización de la cámara

anterior durante todo el tiempo de estudio. Observamos aumento de la neovascularización

en la segunda semana y persistencia de las úlceras de 2-4 mmde diámetro y deformación

corneal entre leve y moderada en el decimoquinto día.

En conjuntiva apreciamos una hiperemia conjuntival moderada y ciliar intensa en el

tercer día, que mejoran en la segunda semana y son leves en el decimoquinto día. La

quemosís y secreción, más importantes en el tercer día, 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 día

desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto día. Se observó formación de un

leucoma entre 2 y 4 mmde diámetro junto a una neovascularización que afectó a más de

dos cuadrantes en el séptimo día, con persistencia de un leucoma residual leve y menor

neovascularización al final de las dos semanas. La úlcera de 2-4 mmde diámetro en el

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

En los tres primeros días encontramos una reacción uveal leve junto a una

hiperemia conjuntival y ciliar moderada e intensa, respectivamente, quemosis leve y

secreción moderada. En el séptimo día tan sólo se aprecia una hiperemia conjuntival y ciliar

leve. En el decimoquinto día todos los parámetros conjuntivales se han normalizado.

Tratamiento: el edema corneal fUe moderado entre el tercero y séptimo día,

persistiendo de forma leve a) fina] de las dos semanas. Se observó un leucoma residual

menor de 2 mmy neovascularización que no afectaba a un cuadrante en todos los casos al

final del estudio. La úlcera <2 mmde diámetro en el tercer día, cicatriza en todos los casos

a partir del séptimo día.

Apenas existe reacción uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fUe entre moderada e

intensa en el tercer día, disminuyendo en la segunda semana hasta desaparecer al final del

estudio. La quemosis y secreción moderadas al principio mejoran al final del tratamiento,

quedando sólo una pequeña secreción conjuntival.
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2.2.1.3.-Grupo tiamfenicol

Profilaxis: el edema corneal fUe entre leve y moderado en el tercer día,

desapareciendo en todos los casos en el decimoquinto. Se observó formación de un

leucoma entre 2 y 4 mmde diámetro en el tercer día junto a neovascularización moderada

en la segunda semana y leucoma residual leve al final de las dos semanas. Las úlceras de

2-4 mm de diámetro inician su cicatrización a partir del séptimo día, habiéndose cerrado

todas al final del estudio y no apreciándose en ningún momento deformidad corneal.

La hiperemia conjuntival y ciliar entre leve y moderada los tres primeros días, tiende

a desaparecer hacia el séptimo día en que ya no se observa quemosis, pero si secreción

leve. Todos los parámetros conjuntivales son normales en todos los casos al final del

estudio.

Tratamiento: el edema corneal fUe moderado durante la primera semana y persistió

de forma leve en la segunda. Se observó persistencia de leucoma entre 2 y 4 mmde

diámetro y neovascularización intensa en el séptimo día, que abarca a uno ó dos cuadrantes

en todos los casos al final del estudio. La úlcera de 2-4 mm de diámetro inicia su mejoría, al

igual que la deformación corneal, a partir del séptimo día, y en el decimoquinto ambas han

desaparecido en todos los casos.

Apenas existe afectación uveal. La hiperemia conjuntival y ciliar fUeron entre

moderadas e intensas los tres primeros días, apreciándose también quemosis y secreción

moderadas. En el séptimo día la afectación conjuntival en general es leve sin quemosis y al

final del estudio todos estos parámetros se han normalizado a excepción de una pequeña

secreción.
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3~d 70d 150d 3«d 70d 150d 3~d 70d 150d

2 2-3 2-3 1-2 2 0 1-2 1 0
2-3 3 3 1-2 2 1-2 2 1 1-2

Neovasculanzación 0 3 3 0 3 1-2 0 1-2 1-2
1 2 2 1-2 0 0 1-2 0-1 0

Deformación 0 1 2 0 0-1 0 0 0 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -

Hipopión 2 - - 1 0 0 0 0 0
¡zUlema O - - O O O O O O
Formación de fibrina - - - - - - - - -

IRIS
Hiperemia 1 - - 1-2 0-1 0 1 0 0
Irregularidadpupilar O - - O O O O O O
Sincuias O - - O O O O O O
CONJUNTIVA
Hiperemiaconjuntiva] 2-3 2 1 2 0-1 0 1-2 0 0
Hiperemiaciliar 3 2 1 2-3 0-1 0 2 0-1 0
Quemosis 1-2 1-2 1 1 0 0 1 0 0
Secreción 1-2 2 2 2 0 0 1-2 0-1 0

Tabla 13. Queratitispor£ pneumoniaeATCC 6303.Grupo Profilaxis. Resultadosclínicos.

Edema

3«d 70d 150d 3~d 70d 150d 3~d 70d 150d

Leucoma
Neovascularización 0 3 3 0 1 1 0 3 2
Ulcera 1-2 2 2 1 0 0 2 0-1 0
Deformación 0 1 1-2 0 0-1 0 ~) 0-1 0
CÁMARA ANTERIOR
Tindalí - - - - - - - - -

Hipopión - - - 0-1 0 0 0 0 0
Hifema - - - O O O O O O
Formacióndefibrina - - - - - - - - -

IRIS
Hiperemia - - - 1 0-1 0 0-1 0-1 0
Irregularidadpupílar - - - O O O O O O
Sinequias - - - O O O O O O
CONJUNTiVA
Hiperemiaconjuntival 2 1-2 1 2 1 0 2-3 0-1 0
Hiperemiaciliar 3 2 1 3 1 0 3 1 0
Quemosis 2 1 0-1 1-2 0-1 0 2 0 0
Secreción 2-3 1-2 1-2 2 1-2 0-1 2 1 0-1

Tabla14: Queratitispor£ pneumoniaeATCC 6303.GrupoTratamiento.Resultadosclínicos.
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2.2.2.- Resultadosmicrobiológicos(Tablas 15 y 16)

2.2.2.1.-Grupo placebo

Profilaxis: al tercer día los cultivos son positivos en el 666% de las córneas y

conjuntivas para S. pneumon¡ae,encontramos sobreinfección por S. epídermidis en el

166% de las conjuntivas. En el séptimo día se negativizan todos los cultivos y en el

decimoquinto un conejo ha muerto y aislamos Staphylococcus spp. en el 166% de las

córneas y en el 50%de las conjuntivas.

Tratamiento: al tercer día los cultivos son positivos para S. pneumoniaeen el

166% de las muestras de córnea y conjuntiva, además, en conjuntiva un 33’3% de los

cultivos son positivos para Staphylococcusspp.; al séptimo día un conejo ha muerto y

persiste el mismo porcentaje de positividad para £ pneumon¡aetanto en córnea como en

conjuntiva hasta el final del estudio, con sobreinfección por Staphylococcusspp. en córnea

en el decimoquinto día.

2.2.2.2.- Grupo tobramicina

Profilaxis: todos los cultivos de córnea y conjuntiva son negativos para

£ pneumon¡aedurante todo el estudio; únicamente encontramos contaminación por

Staphylococcusspp. en el 1 6’6% de lasconjuntivas al tercer día.

Tratamiento: al tercer día el 166% de los cultivos corneales y conjuntivales son

positivos para £ pneumoníae, encontrando además en conjuntiva un 16’6% de cultivos

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

Profilaxis: al tercer día el 83’3% de los cultivos corneales y el 50% de los

conjuntivales son positivos para £ pneumon¡ae. Al séptimo día se negativizan todos y en el

decimoquinto día persiste la negativización en cuanto a los cultivos corneales; sin embargo,

en conjuntiva encontramos un 1 6’6% de positividad para £ pneumon¡ae y contaminación

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

Tratamiento: al tercer día el 333% de los cultivos corneales son positivos para

£ pneumoniae y el 333% de los cultivos conjuntivales son positivos para Staphylococcus

spp. En el séptimo día todos los cultivos son negativos y al final del estudio los cultivos

corneales siguen siendo negativos, pero en conjuntiva encontramos infección mixta por

£ pneumornae y Staphylococcus spp. en el 333% de los casos, y contaminación por

Staphylococcusspp. en un 166%de los cultivos.

Tabla 15: Queratitispor£ pneumoniaeATCC 6303.GrupoProfilaxis.Resultadosmicrobiológicos.

Cultivo 3& día + (16’6 %) + (16’6%) + 333 %
Cultivo 70 día + (166 %)

Cultivo 150 día + (16’6 %)

Tabla 16: Queratitispor £ pneumoniaeATCC 6303.GrupoTratamiento.Resultadosmicrobiológicos.
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2.2.3.- Resultados del número de bacterias viables nresentesen la córnea extraída

(Tablas 17 y 18)

2 2 3 1 - Grupo placebo

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

final del estudio. No se encontró £ pneumoníaeen ningúncaso.

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 reveló dos córneas en las que

aparecían de 1 a 8 UTFC/ml. correspondientes a £ pneumoniae.

Tratamiento: se aísla Staphylococcusspp. en el examen de una pieza corneal. En

ninguna de ellas se identifica £ pneumoníae

2.2.3.3.- Grupo tiamfenicol

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

que aparecían más de 20 UFC/mI. correspondientes a 5 pneumoniae.

Tratamiento: la valoración de las piezas corneales es negativa en todos los casos.
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Córnea6

Tabla 17: Queratitispor £ PneumoniaeATCC 6303. Grupo
viablesencontradasen lacórneaextraída.

Profilaxis. Resultadosdel n0 de bacterias

Córnea1
Córnea2
Cornea3
Córnea4
Córneas 9
Córnea6 *

Tabla 18: Queratitispor£ PneumoniaeATCC 6303. GrupoTratamiento.Resultadosdel n0 de bacterias
viablesencontradasen la córneaextraída.

2.2.4. - Resultadosanatomouatolóuicos

El estudio anatomopatológico de uno de los ojos, correspondiente al grupo

placebo, elegido al azar, reveló una importante destrucción estromal, abundante material

inflamatorio en cámara anterior, destrucción de procesos ciliares y del iris, sinequias

anteriores y posteriores y afectación del cristalino con producción de catarata. Estos

hallazgos corroboraron la impresión clínica estimada, de que estos ojos estaban abocados a

laptis¡s bulbí.
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- = OUFC/m].
+ = 1 - 8UFC/mI.

-4-4 = 8-2OUFC/ml.
±4+ = > 20 UFC/mI.

9 = correspondea conejosquemurieronantesdefinalizarel estudio.
* = correspondeacórneaenviadapara estudioanatomopatológico.
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El estudio in vitro de la sensibilidad bacteriana a los antibióticos ha ido tomando

cada vez mayor interés debido al gran número de medicamentos antibacterianos en uso y al

progresivo aumento de infecciones producidas por mutantes bacterianas resistentes.

Generalmente los tratamientos antibióticos en la clínica se basan en los resultados

obtenidos de los antibiogramas y en determinaciones de la CIvil, realizándose los

protocolos de dosificación de los antimicrobianos empíricamente, de forma que alcancen en

suero como minimo, y en un tiempo breve concentraciones iguales a 4-5 CMI frente a los

microorganismos patógenos, prescribiéndose el antibiótico en intervalos de tiempo de

forma que la nueva dosis se alcance en sangre cuando aún exista al menos 1 CMI residual

de la dosis anterior280.

El dato que se obtiene del antibiograma no tiene en cuenta la dinámica del

crecimiento bacteriano. La CMI no considera el grado de penetración de los fármacos en

los tejidos oculares, el pH del lugar de infección, el grado de unión a proteínas resultado de

la presencia de escombros celulares, el contenido iónico del área infectada o el metabolismo

del fármaco, todo lo cual afecta a las propiedades antibióticas de muchos

antimicrobianos’67.

Los parámetros farmacodinámicos tales como la tasa de actividad bactericida con

incrementos en la concentración de los fármacos y el EPA, nos dan una descripción más

precisa de la duración de la actividad antimicrobiana que sólo la CMI y nos permiten tener

una información mayor de la acción de los antibióticos de cara a poder establecer una base

más racional para la determinación de las dosis óptimas de los regímenes de tratamiento4’5.

Sin embargo, la concentración que los antibióticos alcanzan en el interior del globo

ocular es muy pequeña en relación con las concentraciones en suero, y considerando que es

en la córnea donde hemos de alcanzar las concentraciones mínimas de 4-5 veces la CMI,

hemos de tener en cuenta la escasa efectividad de muchos antibióticos utilizados por vía

sístémica, ya que su concentración intraocular, en muchas ocasiones, está por debajo de Ja
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CMI del germen causal de la infección58’281.

Los estudios experimentales en animales y los ensayos clínicos en humanos, indican

que la aplicación tópica es la mejor vía en el tratamiento de la infección corneal bacteriana,

aunque las inyecciones subconjuntivales pueden ser beneficiosas en casos puntuales. Hay

poco papel para la vía sisténiica en el tratamiento de Ja infección cornea], excepto quizá en

circunstancias inusuales’67 168, 249, 257, 264,282,283

1.- EVALUACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL

1.1.- ELECCIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Son numerosas las publicaciones que hacen referencia a la implicación de estos

microorganismos Staphylococcusaureus, Staphy¡ococcus epídermídis, Pseudomonas

aerug¡nosa y Streplococcuspneumoniae como principales bacterias patógenas en

infecciones agudas del segmento anterior del ojo, siendo aislados con menor frecuencia

otros organismos coliformes como Escherich¡acok y Proteus vulgaris53’ 115, 146, 284-288

Por otro lado, junto al aumento de protagonismo de ciertas bacterias consideradas

hasta ahora de bajo poder patógeno, como es el caso del 5. epídermidit8’ 289, 290 al cual se

atribuyen lesiones corneales de gravedad variable en estudios experimentales en conejos y

al incremento de su patogenicidad en úlceras corneales, infecciones postoperatorias y

blefaroconjuntivitis291-293, y frente al cual se están encontrando tasas de resistencia

comparativamente más altas que para el 5. aureus, nos encontramos con queratitis

tremendamente graves como las originadas por P. aeruginosay otros patógenos corneales

gram negativos44’294’ 295 y que debido a su extendida distribución y a la resistencia opuesta a

la mayoría de los antibióticos, a menudo se vuelven dominantes cuando se han eliminado

las bacterias más sensibles.
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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 mn vitro e in vivo de infección corneal’67’ 256, 257, 281, 296.298 y que nos

va a permitir la posibilidad de contrastar nuestros resultados.

La selección de cepas ATCC se hizo por homologar los resultados con los

obtenidos por otros autores y después de haber ensayado con aislados clínicos oculares de

las mismas especies sin encontrar diferencias significativas en los resultados.

1.2.- ELECCIÓN DE LOS ANTIMICROBIANOS

Hasta ahora gentamicina y cloranfenicol se han estado utilizando en el tratamiento

de los procesos infecciosos de los ojos, y aunque gentamicina se considera de elección ante

la sospecha de queratitis por bacilos gram negativos24’ 299, Mahajan ya en 1983 informa un

aumento en su resistencia dcl 84% y hasta de un 70% para el cloranfenicol en cultivos de

infecciones postoperatorias284.

El amplio 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

negativos300-302 habiéndose mostrado especialmente útil en el control de queratitis por

Pseudomonas resistentes a gentamicina. Sin embargo, en los años 84-86 varios

autores303~ 304 describen un surgimiento preocupante de bacterias resistentes a tobramicina,

así como falta de un control adecuado de las infecciones debidas a organismos gram

positivos (especialmente algunas cepas de £ pneumoniae y Strepbococcus del grupo D) y

gram negativos (Neisseria y Bacteroides).

Escogimos ofloxacino por ser un antimicrobiano perteneciente a una familia de

quimioterápicos cuyo uso en el campo de las infecciones oculares aún no se ha
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generalizado.

Tiamfenicol se eligió por su actividad frente a Streptococcus pneumon¡ae

superponible a la de cloranfenicol, pero con una tasa comparativa de toxicidad a nivel

medular menor y tampoco comercializado aún en este campo.

Y se comparó su actividad con la de otros antimicrobianos de uso más difUndido

como rifampicina, gentamicina y tobramicina cuya eficacia ha sido ampliamente demostrada

en las infecciones oculares externas’~- 158, 247

1.3.- MODELO IN lITRO: EVALUACIÓN DEL EPA

1.3.1.-Justificacióndel método

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

tiempo de exposición puede tener una gran incidencia sobre los resultados209.

La técnica más empleada es la de centrifugación y lavados repetidos, la cual se

realiza sometiendo a los caldos de cultivo a centrifUgación a 1200 g durante 5-10 minutos,

retirando el sobrenadante y resuspendiendo el pelletde las bacterias en medio fresco libre

de fármaco’82’ 214, 2*8, 219 22!, 227-229 Todos los investigadores han usado al menos dos

lavados para asegurar la eliminación total de los antimicrobianos. Con eliminación del 90%

del sobrenadante, dos lavados reducen la concentración de antibiótico unas ¡00

veces182’ 218, 219 Con decantación completa del sobrenadante, dos lavados pueden reducir

las concentraciones cerca de 10.000 veces221.

El lavado per se es aplicable a todos los antimicrobianos, pero su procedimiento

requiere al menos 30 minutos y además, puede causar una reducción temporal en la tasa de

crecimiento bacteriano’74, y ello se ha atribuido a diferentes factores como son la
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disminución de la temperatura durante la centrifugación, los efectos mecánicos y osmóticos

de la centrifligación sobre las bacterias y la disminución en el acceso de las bacterias a los

nutrientes del medio pudiéndose romper la adherencia con lo que el antimicrobiano se

eliminaría más fácilmente 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 más frágiles y por tanto, mucho más sensibles a los deterioros

mecánicos, y esto se ha visto especialmente en organismos gram negativos, y más

concretamente en P. aerugmnosa’8’.

Un método más rápido y simple para eliminar el antibiótico -casi exclusivo de los

antibióticos betalactámicos- es la inactivación química del mismo. La adición de

betalactamasa a los cultivos expuestos inactiva rápidamente a penicilinas y

cefalosporinas’75’ 178, 188, 189, 217, 236. 240, 246 Sin embargo, otras clases de antimicrobianos no

pueden ser tan fácilmente inactivados. Así, el polvo de celulosa-fosñto que se une e

¡nactiva a los aminoglucósidos, requiere un paso de centrifugación para separarlo de los

m¡croorganismos20t.

La dilución como método simple para la eliminación rápida del antimicrobiano

consiste en añadir un pequeño volumen del cultivo expuesto al antibiótico a un gran

volumen de medio fresco libre del mismo’82’ 198, 252, El grado de la dilución debe ser lo

suficientemente alto para que la concentración del antibiótico en el cultivo diluido no logre

afectar al crecimiento normal de los organismos control. Con concentraciones cercanas a Ja

CMI, una dilución de 10.2 es suficiente. Concentraciones más altas requieren diluciones de

l0-~ ó 1O~ 182 Se necesitan inóculos de salida altos, al menos de 1O5~lO6 UFC/rnl ya que

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

Este método puede aplicarse a todos los antimicrobianos, pero debe tenerse especial

cuidado cuando se utilice con antibióticos con acción bactericida rápida, ya que la dilución

puede reducir el número de microorganismos por debajo del rango detectable de forma más

fácil que el lavado repetido’81.
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La técnica de la membrana de agar de Lorian implica la exposición de los

microorganismos sobre un filtro de membrana al antimicrobiano difUndiendo a la superficie

del agar. El fármaco se elimina por transferencia repetida desde los filtros a las placas de

agar libres de antibiótico y al igual que con la dilución, 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 completo4’305.

La ventaja potencial de este método que puede aplicarse a todos los

antimicrobianos es que los organismos se ven menos afectados por la presión osmótica y

otros efectos mecánicos de los medios líquidos. Sin embargo, es técnicamente más

complicado que la dilución o la inactivación química y consume más tiempo que el modelo

en medio liquido’81 3O6~

Por todo lo expuesto y con la experiencia recogida de los trabajos de Bundtzen y

Craig’81 182 que concluyen en no variación en los tiempos de EPA en más de un 30%

utilizando los 3 primeros métodos aquí comentados sobre diversos microorganismos

(£ pneumon¡ae y £ aureus entre otros), escogimos la dilución en medio fresco como

método para la eliminación del antimicrobiano por adecuarse a nuestras posibilidades de

trabajo al ser:

1) rápida,

2) sencilla y de fácil realización,

3) no producir alteraciones fisiológicas celulares,

4) comparable con los resultados obtenidos por otros autores4~ 181. 307, 308, y

5) aplicable a todas las combinaciones de antimicrobiano/microorganismo.

1.3.2.-.Cuantificacióndel EPA

La fiabilidad del EPA está determinada por la técnica utilizada para cuantificar la

cinética de crecimiento microbiológico tras la eliminación del fármaco. Las variaciones en
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el EPA entre los diferentes métodos podrían estar relacionadas con la sensibilidad y 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’82 que es la más 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 estimación del periodo de

tiempo del crecimiento estacionario’75’ 177, 242 Sin embargo, las curvas de crecimiento tras

la eliminación del fármaco no reflejan siempre un periodo llano estacionario seguido de un

crecimiento logarítmico agudo. A menudo, se observa un íncremento gradual en el

recuento viable hasta que se alcanza un crecimiento normal. Otras veces, puede encontrarse

una disminución en el número de organismos antes de que el crecimiento se haga

estacionario. Algunas de estas diferencias pueden simplemente reflejar errores o variación

en la dilución, en la realización del recuento. Sin embargo, Wilson y Rolinson’80

demostraron que células bacterianas individuales en el interior del cultivo podían presentar

un periodo variable de supresión en el crecimiento. Observaciones con £ aureus con

microscopio de contraste de fase encontraron que la inhibición del crecimiento de una

bacteria individual variaba de 20 minutos a 3 horas tras inactivación con penicilasa. Así el

modelo de crecimiento para el cultivo entero, aparentemente representaría 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 ne2ativos

tienden a filamentarse después de exponerse a los antibióticos betalactámicos con lo que se

tomada un filamento (de 2 a 20 células) como una IJFC. Cuando las bacterias tratadas se

pasan a un medio sin antibiótico en la hora cero del experimento, los filamentos se dividen

en células independientes y estaríamos ante un error porque iniciamos el recuento a partir

de un número inferior al que existe y, con el tiempo, se crearía un crecimiento virtual
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rápido en los cultivos pretratados en relación con el control, justamente por la división del

filamento, lo que daría un falso EPA negativo. Esto podría justificar que sólo se obtenga

EPA en bacilos gram negativos cuando trabajamos a concentraciones muy altas de

betalactámicost81~ 184

Por otra parte, con or2anismos ~ram 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

cuantificación del número de UFC disminuiría tanto por la acción bactericida del

antimicrobiano como por el aumento en su agregación y partiríamos igualmente de un

número inferior de UFCen el tiempo cero del EPA. Del mismo modo, puede ser que los

organismos sean viables pero incapaces de formar colonias en medio sólido, con lo que

también estaríamos midiendo menos bacterias viables de las que en realidad hay309.

Para evitar estos problemas y proporcionar un método estandarizado que permitiera

comparar las diferentes metodologías y los experimentos similares realizados en distintos

días, Bundtzen’82 desarrolló la ecuación descrita en el apartado de materiales y métodos

para cuantificar el EPA. La ruán para elegir un incremento de 1 logaritmo de base 10 en

las UIFC/mI es que más allá de este nivel, la tasa de crecimiento de los organismos

previamente expuestos es idéntica a la de los controles no tratados8. Así que lo que

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

A pesar de estos inconvenientes, el recuento de UFC es valioso por su relativa

facilidad, rapidez, economía y uso extendido, lo que permite comparar resultados’81.

Además, este mismo método de cuantificación se ha usado para la técnica de filtro de

membrana y, con él, los estudios comparando métodos de eliminación rápida del antibiótico

han dado de forma consistente EPAque no varian en más de un 3Q%íSí, 182

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

crecimiento microbiológico y cuantificar el EPA.
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Utilizando la densidadóptica con espectrofotómetrose cuantifica el EPA como la

diferencia en el tiempo que tarda en reducir un 5% la transmisión de la luz entre los cultivos

expuestos al antimicrobiano y los cultivos control. Shah y cols.204 en 1978, midieron con

este método el EPAde penicilina sobre bacterias gram positivas y gram negativas después

de la adición de penicilasa, aunque, no compararon sus resultados con recuentos.

Posteriormente, Bergan y cols.21’ no encontraron diferencias entre los resultados obtenidos

usando densidad óptica y recuento de IJFC para cloranfenicol y tetraciclina frente a E. coY

y para oxitetraciclina y flucioxacilina frente a 5. aureus.

Tampoco Rescott203 en 1988, y Meng310 en 1991 encontraron variaciones

significativas en el valor del EPA así medido y el de recuento de UFC para E. cok expuesta

a ampicilina, tobrarnicina, rifampicina y ciprofloxacino.

Sin embargo, con betalactámicos y aminoglucósidos sobre bacilos gram negativos

se han observado discrepancias significativas obteniendo con técnicas ópticas valores de

EPA mucho más largos que con el recuento de UFC184, y ello se ha atribuido a una

aparente reducción de la transmisión óptica producida por los filamentos309, lo cual también

ha sido informado por Craig y Gudmundsson’81.

Este método, que tiene la ventaja de poder realizar varios ensayos en el mismo día,

ya que precisa poco tiempo y material en su realización y cuyo resultado se puede leer en el

mismo día, tiene la limitación de que es incapaz de medir concentraciones por debajo de

1o4~106UFC/mJ lo cual podría originar sobrestimación de los resultados debidos a un

aparente letargo en el crecimiento.

El método de cambios en la morfología descrito por Lorian’99 determina el EPA a

partir de la observación directa de la alteración de la morfología bacteriana producida por

los antimicrobianos, así como en la variación de la actividad enzimática. Las alteraciones

morfológicas no son uniformes en cada organismo, pero se correlacionan bien con la

duración del EPA determinado por recuento. Su uso queda relegado a aquellos
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antimicrobianos capaces de producir una alteración en la morfología bacteriana y así se ha

observado engrosamiento de la pared celular en la combinación rifampicinal£ aureus,

cambios mínimos con gentamicina./S. aureus y agregados electrodensos intracelulares con

tobramicinalP. aeruginosa31t. Con betalactámicos la correlación ha sido menor, habiéndose

encontrado EPA más prolongados que con el recuento en placa’84.

En el método de los cambios en la conductancia eléctrica del medio de

cultivo5’ 184 descrito por Gould205 y Baquero’93, el analizador del crecimiento bacteriano

mide el retraso en la iniciación del crecimiento exponencial de la población por el tiempo de

generación del microorganismo. Este método disminuye el tiempo de experimentación,

pero necesita todo un equipo de precisión y además no es capaz de detectar crecimientos

bacterianos por debajo de 10~ UIFC/mI y aunque existe una buena correlación con el

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

El método de la bioluniiniscencia del ATP intracelular200-202 asume que el

contenido de ATP en las bacterias es relativamente constante, estableciéndose una

correlación entre viabilidad celular y ATPintracelular. Es un método rápido, sensible y muy

útil para determinar y cuantificar el EPA en los antimicrobianos que producen una elevada

mortalidad.

La correlación de esta técnica con el recuento es en cierto modo controvertida en la

literatura, autores como Hanberger3t2 ~ encuentran buena correlación de este método con

el recuento y la densidad óptica para daptomicina y vancomicina frente a gram positivos,

sin embargo, para gram negativos expuestos a betalactámicos observan un EPA negativo

en contraste con el método de recuento314’315

La mayoría de los autores obtienen EPA mayores que con el recuento de U?FC.

Odenholt316, ensayando con imipenem frente a P. aerug¡nosa, obtiene EPA de 3 a 5 h con

bioluminiscencia del ATP y de 1 a 2 h con el recuento. También Mattie200 con ampicilina

frente a E. cok obtiene mayor EPA con este método, mostrando el recuento un
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recrecimiento casi inmediato al añadir la penicilasa, el contenido de ATP queda suprimido

por varias horas’8’. 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 resultaría en una falsa elevación del ATP.

Una técnica adicional es la medición de la radioactividad que produce la adición de

3H-timidina a las proteínas y ADN de las bacterias viables mediante un contador de

centelleo. Gottfredsson y cols.207’ 208 observaron que la exposición de 5. aureus durante 1

hora a CMI y 16 CMI de ciprofloxacino incrementaba la tasa de síntesis de ADN por

organismo de forma progresiva hasta un valor de 1’5 horas tras quitar el antimicrobiano.

La máxima incorporación de 3H-timidina se relacionó directamente con la duración del

EPA. La importancia fisiológica del incremento de la síntesis de ADNse desconoce, pero

el incremento de la actividad metabólica coincidente con un incremento en la duración del

EPAsugiere un mecanismo común.

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 la medición por espectrofotometríadel CO
2 producido en el medio de cultivo

en los procesos de fermentación bacteriana en los viales de crecimiento descrita por

Gottftedsson
206, ¡os 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

experimentación a 3 horas, pero requiere un material que no esta disponible en muchos

laboratorios.

Realmente 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 está dentro de un

rango significativo para modificar la dosificación310. Y estos estudios sugieren que el

recuento, que es un método aplicable a todas las combinaciones de
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antibiótico/microorganismo y que es fácilmente asequible a cualquier laboratorio por su

bajo coste y realización, es también un método seguro para la medición de las cinéticas de

crecimiento, como lo demuestra su amplia utilización.

1.3.3.- Influencia de la concentraciónde antimicrobiano

La mayoría de los autores8~ ‘~ 182, 204 242 sólo encuentran EPA cuando ensayan a

concentraciones mayores ó iguales a la CMI, y observan que incrementos en la

concentración prolongan el EPA a un punto de máxima respuesta por encima del cual no se

observa un aumento significativo del EPA, que para la mayoría de las combinaciones de

antibiótico/microorganismo que realmente tienen EPA, se halla a 6-10 CM1180- 181

Zhanel y colsÁ’7 han sugerido utilizar concentraciones subCMI, ya que los

antibióticos que son bactericidas a concentraciones iguales o un poco por encima de la CMI

(betalactámicos, aminoglucósidos y quinolonas) eliminarán una gran parte de las bacterias

cuando se expongan a la acción del antimicrobiano y, en estos casos, el EPA podría

representar la recuperación de los miembros de la población bacteriana más resistentes.

Eagle242 fUe el primer investigador que examinó el efecto de la concentración del

antimicrobiano sobre el EPA. Sus estudios con penicilina G sobre cocos ~ram positivos

demostraron que la duración del EPA aumentaba con incrementos de las concentraciones

hasta un tiempo de máximo EPA a la concentración de penicilina más rápidamente

bactericida para el microorganismo, e incrementos en la concentración -incluso 10.000-

sobre ese nivel no prolongaban significativamente la duración del EPA. Wilson y

Rolinson’80 tampoco encontraron prolongación del EPA de penicilina O y ampicilina sobre

£ aureus expuesto a concentraciones de 10 a 100 CMI.

Posteriormente, Craig y Gudmundsson’8’ con eritromicina, penicilina O y

trimetoprim encontraron una progresiva prolongación del EPA de una cepa estándar de
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£ aureus,hasta un punto de máximo EPAa concentraciones de 6 a 10 CMI. Sin embargo,

no observaron una duración máxima del EPA con rifampicina incluso a concentraciones

mayores a 200 CMII.

En cuanto a los bacilos 2ranl negativos, se han encontrado comportamientos

diferentes en dependencia de la clase de antibiótico. Así, Craig y Gudmundsson224, con

inhibidores de la síntesis de proteínas y del ARN, observaron EPA de 12 a 42 horas con

1 hora de exposición a 4 CMI, sobre cepas estándar de E. coY y P. aerug¡nosa. Sin

embargo, fue necesario prolongar la exposición y aumentar las concentraciones hasta

8-16 CMI para inducir EPA cortos con trimetoprim, ampicilina y cefamandol; e igual

ocurrió con cloranfenicol, rifampicina y tetraciclina4. Con tobramicina no se pudo

determinar un efecto máximo debido a la rápida y completa mortalidad de los

microorganismos a altas concentraciones’81.

También los antibióticos betalactámicos son capaces de producir un EPA con

bacilos gram negativos, pero solamente a concentraciones altas4’ 187, 219, 318 Así, se

necesitan concentraciones de 10 CMI de ampicilina para producir EPA significativo con

JI. ¡nfluenzae. Con fluorquinolonas, Fuursted3’9 demosfró que el EPA de ciprofloxacino

sobre P. aerugmnosa aumentaba al incrementarse la concentración de antimicrobiano hasta

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

En general, deberían escogerse aquellas concentraciones que se alcanzan realmente

en suero, tejidos o líquidos orgánicos después de una dosis habitual de antibiótico, y así

aproximar más fácilmente los resultados in vhro a la situación in vivo. Nosotros elegimos

concentraciones iguales a la CMI y 10 CMII con la idea de identificar la existencia de EPA

significativo a CMI y si éste era máximo a 10 CMI, así como elaborar una escala de

actividad comparada sobre organismos gram positivos y gram negativos con los

antibióticos elegidos.
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1.3.4.- El tiempo de exposicióndel microorganismoal antibiótico

Entre los efectos de la duración de la exposición sobre organismos gram positivos

,

Eagle y cols.’77’ 178 observaron un EPA máximo de penicilina O sobre cocos después de 2-4

horas de exposición; sin embargo, algunas cepas mostraron incrementos del EPA después

de 24 horas de exposición. También con ampicilina y eritromicina se ha descrito EPA más

largo al incrementar la duración de la exposición por encima de 4 horas sobre

£ pneumonhae y £aureus309.

Los estudios sobre los efectos de la duración de la exposición sobre el EPA con

bacilos aram-neaativos son mucho más limitados. Craig y Gudmundsson224, con 1 hora de

exposición a concentraciones 4 CMI con inhibidores de la síntesis de proteínas y de ARN

observaron EPAde 12 a 42 horas sobre cepas estándar de E. cok y P. aerugínosa Con

ciprofloxacino, Fuursted y cols.319 observaron una prolongación del EPA sobre

Pseudomonas aeruginosa al aumentar el tiempo de exposición hasta un máximo de 1 a 2

horas de contacto. A partir de ese tiempo, ya no se incrementaba el EPA, aunque se

prolongase la exposición.

Con betalactámicos (ampicilina y cefamandol), trimetoprim, cloranfenicol,

tetraciclinas y rifampicina se ha visto que incrementos en los tiempos de exposición junto a

concentraciones de antibiótico más elevadas (8-16 veces la CMI) pueden inducir EPA

sobre bacilos gram negativos. Y así, con ampicilina y otros betalactámicos sobre E. cok,

Shah y cols.204~320’32’ han observado una prolongación progresiva del EPAde 0,5 a 8 horas

al aumentar los tiempos de exposición de 05 a 3 horas.

Por otro lado, Craig y Gudmundsson’8’ estudiaron el efecto de la duración de la

exposición de rifampicina sobre E. cok con 4 concentraciones diferentes y obtuvieron una

serie de curvas relativamente paralelas que les llevó a decir que la duración de la exposición

y la concentración tienen igual efecto sobre el EPA y que doblando la concentración se

obtiene aproximadamente el mismo efecto que doblando la duración de la exposicion.
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En general, la mayoría de los estudios se hacen con tiempos de exposición que

oscilan entre 05 y 2 horas, pero todos los autores coinciden en que una prolongación del

tiempo de exposición del microorganismo al antimicrobiano produce un aumento en la

duración del EPA4’ 8,173, 182, ¡87, 204, 209, 242 Y al igual que ocurre con la concentración, el

EPA aumenta con el tiempo de exposición al antibiótico hasta un punto de máxima

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

Sin embargo, un EPA máximo es dificil de determinar con algunos antimicrobianos

que por su rápida acción bactericida -más a concentraciones elevadas o con exposiciones

largas- nos originarían una disminución significativa del inóculo con la consiguiente

sobreestimación del EPA. Así, en nuestro caso, un tiempo de exposición de 1 hora fue

excesivo para la combinación de £ epídermídís a 10 CMI de gentaniicina y tobramicina e

incluso a 5 CMI de tobramicina, lo cual nos llevó -atendiendo a la experiencia de otros

autores’81- a reducir a la mitad la concentración del antibiótico en algunos casos.

1 .3.5. - Influencia de la concentracióndel inóculo

Una de las variables más importantes en el estudio de la actividad de un antibiótico

es la concentración del inóculo, que para la CMI/CMIB se trata de estandarizar en

10~ UFC/mI 277,321 Sin embargo, este apunte de estandarización es inexistente en el EPA, y

así, el rango del inóculo varia según los autoreslSl. 182, 193.495, 225

La influencia de la concentración del inóculo en la actividad bactericida de un

antimicrobiano va a depender por un lado del antibiótico (características fisico-quimicas,

mecanismo de acción, farmacocinética, etc.) y por otro de la bacteria a la que se enftenta

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

Por efecto inóculo entendemos la existencia de una cooperación bacteriana que con

frecuencia limita la acción del antibiótico. De esta manera, la actividad letal de un
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antimicrobiano es inversamente proporcional a ¡a densidad de la población bacteriana. Se

ha descrito con penicilinas, cefalosporinas de 1, 2S y Y generación, imipenem y

monobactam para bacilos gram negativos -especialmente Enterobacteriaceae y

Pseudomonas-y para 5. aureus322-324,y es posibleque 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 betalactáinicos que pueden ser

inactivados por la producción de betalactamasas bacterianas, un aumento del inóculo puede

llegar a anular el EPA debido a la neutralización del antimicrobiano por las enzimas. Otros

autores309- 325 señalan la existencia de una variante resistente ocasional que emergería de un

inóculo grande al suprimirse la población sensible con e! antibiótico324. Por último, otra

explicación 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 inóculo alto aporta concentraciones

importantes de inhibidores como el ácido paraaminobenzoico (PARA)327.

Varios autores como McDonald y cols.8 y Eagle y Musselman242 han encontrado

una disminución ligera del EPA de £ aureus frente a penicilina O y eritromicina asociado a

un incremento en el inóculo. En los ensayos con Enterobacteriaceaeutilizando imipenem

se han observado reducciones importantes del EPA con inóculos de 10~ UFC/ml frente a

los obtenidos con I0~ UFC/mP28 y sobre P. aeruginosa con inóculos de 10~ se ha

encontrado disminución de la acción bactericida y anulación del EPA que es recuperable

con la aireación de los cultivos, lo cual parece indicar que se produce dificultad en la

penetración del antimicrobiano en los sitios diana, como consecuencia de una baja tensión

de oxigeno329.

En cuanto a los inhibidores de la DNA-girasa bacteriana, en algunos trabajos con

ofloxacino y ciprotioxacino se han observado modificaciones de la CMI de £ aureusy

E. cok en un pequeño grado por el efecto de un inóculo elevado, siendo estos valores de la

CMI directamente proporcionales al tamaño del inóculo. Parece ser que este hecho es
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común para algunas fluorquinolonas, sobre todo si se las compara con el ac. nalidíxico. Y

así, algunos autores7’- 76, 330 han encontrado un leve efedo inóculo con ofloxacino. Y ello

podría explicarse por la disminución de la tensión parcial de oxigeno, que originaría una

acción bacteriostática de las 4-quinolonas63 331~

Nosotros hemos utilizado inóculos de 1Oó~lO7 UFC/mJ por ser estas

concentraciones las máximas alcanzadas en la córnea tras la inoculación de bacterias en los

modelos in vivo en animales de experimentación que simulan la infección en

humanos’67 256, 257, 296-298 y también para evitar que dada la actividad bactericida de los

aminoglucósidos y quinolonas sobre todo a altas concentraciones nos quedásemos sin

inóculo de partida tras la eliminación por dilución del antimicrobiano y no poder así validar

la existencia del EPA.

1.3.6.-Fasede crecimiento de los microornnisnlos

Los estudios experimentales de UC señalan que tras la inoculación de las bacterias

en el estroma comeal del animal, éstas alcanzan un crecimiento logarítmico que coincide

con el tiempo en que se desarrolla la infección corneal, seguido de una fase de crecimiento

estacionario y posterior declive del mismo a partir de las 24-72 horas68-256-257’ 296-298

La mayoría de los estudios de EPA se han realizado con organismos en fase de

crecimiento logarítmico y ello nos va a permitir en nuestro caso, la valoración de la

actividad del antibiótico en un momento de multiplicación bacteriana durante un período de

tiempo corto (6-8 horas), que se corresponde en la mayor parte de los estudios

experimentales con el tiempo de generación de la infección corneal. Por otro lado, el que la

mayoría de los estudios se hayan realizado en esta fase de crecimiento bacteriano permite

establecer comparaciones entre los resultados.

Sin embargo, existe controversia en los tiempos de EPA según que se realicen en
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una u otra fase de crecimiento bacteriano, y así, mientras Craig y Gudmundsson224 con

penicilina 01£ aureus y Gerber213, Kirby y Craig332 con gentamicina]P. aerugmnosa

muestran duraciones similares del EPA independientes de la fase de crecimiento

Tuomanem333 si encuentra diferencias con otras combinaciones de

antimicrobiano/microorganismo.

1.3.7.-Agitación mecánica

Hay estudios contradictorios acerca de si los cultivos estacionarios o en agitación

presentan un EPA distinto237- ~ La mayoría de los investigadores no informan sobre la

utilización de agitación mecánica de los cultivos durante la exposición al antimícrobiano.

Craig y Gudmundsson’8’ realizan sus estudios con agitación continua. Wilson y Rolinson’80

no encontraron diferencias significativas en la duración del EPA de penicilina O sobre

5. aureus bajo condiciones estacionarias o en un baño de agitación continua. Sin embargo,

Lee y cols.335 observaron que la agitación mecánica acortaba el EPA de ampicilina frente a

E. cali, y así, de un EPA de 14 horas en fase estacionaria se pasaba a 06 horas, incluso

EPAnegativo, con la agitación continua.

Nuestros ensayos se hicieron en agitación continua, pero creemos que deberían

realizarse estudios más extensos sobre este aspecto del EPA.

1.38.- Influencia del medio de cultivo

Los medios de cultivo constituyen un factor importante en la presencia y/o duración

del EPA. Se han descrito diferentes tiempos de EPAsegún el caldo utilizado. Sin embargo,

esta influencia ha sido poco estudiada. Así todos aquellos componentes que produzcan un

cambio en el pH, en la concentración de cationes, sales minerales o proteínas afectarán a la

actividad bactericida de los antimicrobianos y por tanto al EPA309.
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Los cambios en la presión osmótica de los medios nutritivos van a condicionar que

las bacterias tratadas sean más fácilmente lisadas en medios hiper/hipotónicos y ello puede

alterar el EPA. Así, los esferoplastos que elaboran su pared antes de dividirse mueren si la

presión osmótica 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 betalactámicos han puesto de manifiesto que el EPA inducido

sobre cepas de 5. aureus es mayor cuando se utiliza caldo Trypticase Soy (TSR) como

medio de cultivo que cuando se utiliza caldo Múclíer Hinton224- 320 Por otro lado, Wilson y

Rolinson’80 no observaron diferencias en la duración del EPA de £ aureus expuesto a

penicilina Gen caldo de Múeller-Hinton ó en Brain Heart Broth (RIlE)’92’ 245

Koch y Burchall336 observaron que el trimetoprím sólo producía EPA si la

concentración de timidina -que inhibe la acción del trimetoprím- en el medio de cultivo era

baja. Y así con TSR rico en timidina se encontró poco EPA sobre £ aureus y sin embargo,

con MI-IB se obtuvo un EPA de aproximadamente 2 horas. La eliminación del exceso de

timidina por la adición de timidin fosforilasa al TSB originé un EPA de 2’4 horas y

solamente produjo un ligero incremento del EPA a 22 horas en MEIR.

Zhanel y cols.33’ describen la influencia del LCR como medio de cultivo en la

prolongación del EPA y en un estudio con E. cok expuesto durante 2 horas a 2 CMI de

cefotaxima, cíprofloxacino y gentamicina en MHB y LCR encontraron un aumento del

EPA en LCR. Sin embargo, la reducción del crecimiento de las bacterias fue similar en

ambos caldos.

También se ha visto que el suero humano añadido a los medios de cultivo influye

en la duración del EPA’73- 211 Así mientras que la lisozima favorece el efecto bactericida’79,

la unión de las proteínas a los antibióticos disminuye su acción y por tanto reduce el EPA.

Bundtzen y cols.’82 observaron que el suero aumentaba la CMI de rifampicina y tetraciclina
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sobre E. cok en la misma medida en que el EPA disminuia, y que cuando se comparaba con

múltiplos similares de la CMI, la duración del EPA, en suero y en caldo, era superponible.

Sobre fluorquinolonas, Davidson y Zhanel338 han visto que el suero humano normal

aumentaba el EPA sobre 5. aureus, y también encontraron resultados similares con

gentamicina y cefalexina; en cualquier caso, el suero aumentó la CMII de las

fluorquinolonas.

Aunque cualquier caldo podría usarse para la mayoría de los organismos, Craig y

Gudmundsson’8’ recomiendan MHB y TSR para Staphylococcus, Enterobacter¡aceae y

Pseudomonas,y caldo de Scchaedler para Streptococcus. Nuestros estudios se hicieron con

MIHB por homogeneizar las condiciones de trabajo al ser el medio reconocido

internacionalmente339, siendo suplementado con sangre desfibrinada de camero al 5%para

el manejo del 5. pneumoniae debido a sus condiciones especiales de crecimiento.

1.3.9.-Influencia del aH

La actividad bactericida y el EPA de los antibióticos se encuentran estrechamente

relacionadas y muchos de los factores que modifican o alteran la actividad antibacteriana

modifican también la presencia y la duración del EPA. El pH es una de las variables que

más influye en la actividad de los antimicrobianos y, como ya se ha visto en diversos

trabajos, va a repercutir también en el EPA309.

Quizá el efecto del pH se deba a los distintos grados de ionización de los

antimicrobianos en el medio ambiente celular, lo cual afectaría a su penetración y fijación en

la célula bacteriana. Nosotros elegimos un pH fisiológico 72 ±02 para todos nuestros

ensayos por la posibilidad de comparar con otros autores340.

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

considerar que en la mayoría de los procesos infecciosos el pH es más ácido y que, por
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ejemplo, ello reducirá la actividad bactericida de aminoglucósidos y

fiuorquinolonas209’ 228. 235, 34!, 342, aumentando los valores de sus CMII, mientras que los

betalactámicos se ven menos afectados309. Con agentes antifUngicos y levaduras, Craig y

Gudmundsson’8’ encontraron EPAmás largos a pH ácido (53) que a pH neutro (7).

Craig y Vogelman’, con aminoglucósidos y quinolonas, observaron un efecto

negativo sobre el EPAal utilizar pH ácido, y ello se atribuyó al cambio de la carga eléctrica

neta en la molécula de estos antibióticos en condiciones de acidez, de modo que se

modifica su penetración en la célula bacteriana por una bajada en el potencial eléctrico

transmembranal343’ ~“, por lo que la CMI aumenta y el EPA se reduce. También

Gudmundsson2” observó un efecto supresor en la actividad de los aminoglucósidos y

fluorquinolonas sobre E. cok y P. aeruginosa, con CMI más altas, disminución de la tasa

bactericida y EPA más cortos.

Solo las 4-quinolonas que poseen un anillo de piperazina en el C7 del núcleo

quinolónico, como ciprofloxacino, norfioxacino 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 actuación. Y así el EPA de

ciprofloxacino frente a P. aeruginosa, E. colí y S. aureus no se altera al reducir el pH de

7’9 a 72 mientras que a pH 55 se hace nulo209- fl5~ 316 De la misma forma, el EPA de

netilmicina sobre £ aureus y E. cok se reduce drásticamente de 6 horas en los pH alcalinos

a 04 horas en el pH ácido238.

Por otro lado, Kumada34’ y Pérez Giraldo346 observan un descenso en la actividad

de ofloxacino sobre E. cali en MHBa pH 55, pero son de la opinión -junto a Reeves347 y

otros autores que han estudiado el efecto del pH sobre la actividad de las

4-quinolonas348~ ~“~- de que este hecho, que es importante para concentraciones cercanas a

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

La evaluación farmacológica en el hombre está limitada por consideraciones

técnicas, legales y éticas y la elección de los fármacos debe basarse en parte sobre su

evaluación farmacológica en los animales350.

Las infecciones bacterianas en animales como modelo de enfermedad humana son

útiles en la investigación de un nuevo antibiótico para establecer una correlación entre los

resultados obtenidos in vífro y las concentraciones de antimicrobiano que protegen al

animal, y su efectividad en las distintas situaciones clínicas y localizaciones orgánicas351.

Quizás el problema más dificil sea la licencia que se establece para las diferencias en

el manejo del fármaco entre el animal y el hombre. Por ello, es necesario tener cierto

conocimiento acerca de la farmacología comparada para decidir en qué medida las

cualidades de un agente estudiado en animales pueden ser extrapoladas razonablemente al

ser humano352, y elegir un modelo animal determinado para cada caso353~ ~ cuyo valor va

a depender directamente de la fidelidad de su parecido en la patogénesis, curso y resolución

con la correspondiente infección humana.

Así, un efecto protector indica que el antibiótico alcanza el lugar de la infección y

actúa en el medio ambiente especial de la lesión, información que no se consigue por

ningún método ¡ti vítro. Lo más importante es que su capacidad para responder al

tratamiento apropiado, después de que la lesión se haya establecido y su curso natural haya

comenzado a desarrollarse, sea muy similar a como la infección en humanos debe responder

al tratamiento, y que el efecto sobre el animal sea realmente medible y reproducible en

límites imparcialmente estrechos352.

Además, los modelos experimentales permiten valorar diversas pautas de

tratamiento con seguimiento microbiológico y anatomopatológico.
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14.1.-Elección del conejo como modelo elDerimental

Un número de consideraciones anatomo-fisiológicas entran en la elección de las

especies para los experimentos animales. Así, en nuestro caso, la elección del conejo se vió

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 ellos250.

Las cobayas tienen una córnea proporcionalmente más larga a otras especies y

aproximadamente la mitad de su espesor está constituida por epitelio, lo cual podria afectar

de forma adversa a la penetración y distribución de los fármacos en la córnea, dependiendo

de sus propiedades lipo e hidrofilicas y de la vía de administración250.

El conejo ha probado ser un modelo experimental válido en el cual evaluar la

quimioterapia de las infecciones oculares bacterianas333’361. Además, son fáciles de obtener

y su manejo y mantenimiento no plantean grandes complicaciones.

No obstante, aunque existen diferencias en el comportamiento farmacocinético de

los antibióticos entre el ojo del conejo y el humano, las similitudes lo hacen razonable para

aplicar la información obtenida de una especie a otra, siempre que tengamos en cuenta las

variables anatómicas y fisiológicas existentes entre ambos’07- 362

Así, debido a que el conejo parpadea poco, los fármacos administrados tópicamente

no están redistribuyéndose de forma continua en la película lagrimal precomeal y ello puede

disminuir su penetración corneal.

Además, el mayor volumen de humor vítreo en el ojo humano adulto que en el del

conejo (aproximadamente cinco veces mayor)250, la mayor vascularización de la órbita del

conejo y menor de la retina con respecto al humano, y el hecho de que la relación entre el
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tamaño del ojo respecto al cuerpo sea mayor en el humano, van a influir en el

comportamiento cinético de los antibióticos aplicados en inyección periocular. En

consecuencia, las inyecciones perioculares consiguen niveles de antibiótico en sangre

substancialmente mas altas en conejos que las originadas por dosis comparables en

humanos. Y las dosis a administrar deberán 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 conejos250.

Por ello, teniendo en cuenta que las recomendaciones habituales para el tratamiento

se basan en la deducción de los resultados de los estudios farmacocinéticos en animales, la

interpretación de los resultados estará influenciada también por los principios

farmacocinéticos que controlan la penetración de los fármacos en el ojo, y el propósito del

tratamiento deberá ser alcanzar la mayor concentración corneal del fármaco que pueda ser

tolerado sin toxicidad249.

1.4.2.-Técnicade inoculación einóculos aue seensayan

Son muchos los autores que han desarrollado excelentes prototipos para simular

queratitis bacterianas en humanos.

Así, puede producirse una infección experimental en la córnea después de su

extracción por aplicación tópica de bacterias en el laboratorio250.

Otros investigadores256- 363, 364 han simulado la situación clínica habitual mediante

escarificación de la córnea seguido de la aplicación tópica de una suspensión de bacterias

para provocar infección, pero ello ha originado dificultades a la hora de estandarizar y

cuantificar los resultados.
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Crompton y cols.365 inyectaron bacterias en la cámara anterior del conejo para

producir infección intraocular, pero los resultados frieron menos fiables que con la

ínoculación intracorneal directa o intravítrea, y ello puede ser debido a que el humor

acuoso no resulta ser un buen medio de cultivo para el crecimiento bacteriano366-368.

Sin embargo, los resultados más consistentes se producen cuando los organismos se

inoculan a través de agujas por microtrepanación directamente en el estroma

corneal298’ 369371 Así se puede observar en los trabajos de Leopold y cols.366’ 372, Bohigian

y Foster364- ~, Kupferman y Leibowitz’67- 264 296, y Raum y Barza373 realizados en conejos

y en los de Davis y Chandler370 y Davis y cols.256- 257, 282, en cobayas y en los que se utilizan

como bacterias provocadoras de infección £ aureus, P. aerug¡nosa y E. cok

fUndamentalmente.

Fernández Vigo31 realiza estudios de técnicas de inoculación en conejos y concluye

que en mngún caso los gérmenes producen infección conjuntival ni corneal tras la

ínstilación simple sin erosión epitelial previa. Cuando se realiza erosión epitelial e instilación

(UC traumática) se produce queratitis sólo con P. aerug¡nosa y 5. aureus,pero no con los

Streptococcus spp. Y cuando se realiza inyección intracorneal hay infección en el 100% de

los casos de P. aeruginosa y £ aureus, en el 41% de £ pneumon¡ae y en el 71% de

£ pyogenes.

Durantez Caccharro374 realiza un estudio con 4 técnicas de inoculación con agresión

corneal (UC traumática) en conejos, previa a la instilación de una suspensión de P.

aeruginosa y concluye que la erosión epitelial no produce ningún tipo de reacción

conjuntival ni corneal. Con la erosión más lesión intraestromal regular aprecia hiperemia

conjuntival y edema corneal en la zona de agresión en las primeras 24 horas, que

desaparece al tercer día. Con la erosión más lesión intraestromal irregular observa fUerte

reacción conjuntival con mayor infiltración corneal y exudado mucopurulento en las

primeras 24 horas, quedando un leve leucoma residual en el séptimo día. Con la inyección

íntracorneal encuentra una UCflorida a las 24 horas en todos los casos.
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Así pues, ambos autores encuentran la inyección intracorneal de gérmenes como

método ideal para producir UC experimental, siendo los resultados de esta técnica más

seguros y homogéneos que con las otras técnicas, y su eficacia en el caso de

P. aeruginosa264- 369 y £ aureus264- ~ es del 100%, Y ello coincide con nuestros propios

trabajos anteriores279 y con los de Liolet376 que encuentra en la conjuntiva de ojos sanos en

humanos porcentajes importantes de £ pneumoniae (52%) y deP. aerugrnosa (12%) sin

producir ningún tipo de alteración patológica.

El inóculo óptimo para provocar una UC con esta técnica varía según el tipo de

bacteria y su grado de virulencia. La mayoría de los autores256- 257, 296-298 han utilizado la

inyección intracorneal de 10-20 pl de una suspensión estandarizada de bacterias que

contiene 50-400 UFC, y se ha visto que tras un período de 4-8 horas las bacterias entran en

una fase de crecimiento logarítmico en la córnea, alcanzando un pico de 1 06~ 10~ 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 logarítmico se alcanza la

infección corneal.

La utilización de inóculos con una concentración alta de bacterias se hace para no

caer en el efecto de un bajo inóculo (< 10v), comentado ya por algunos autores31 366, 370, 374

que seria superado por las defensas locales de la propia córnea y cámara anterior, más que

a la acción antibacteriana del antimicrobiano.

En nuestro caso, la inyección intracorneal de 50 pl de una solución salina

conteniendo microorganismos a una concentración entre 05 y 1 de la escala de Mc Farland

fUe suficiente para provocar una UC florida a las 24 h de la inoculación en todos los casos

conS. pneumornaey P. vulgaris.
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1.4.3.-Valoración de la eficaciaantibiótica

Como primera medida para evaluar la eficacia antibiótica, Kupferman y

Leibowitz’67 y Davis y co1s356 utilizaron el recuento de bacterias en la córnea, aunque

también se puede medir la concentración de los antibióticos en la córnea.

Davis y cols.256 en 1977, realizan el recuento bacteriano mediante pulverización de

la córnea entera en caldo y plaqueando alícuotas. En 1979 extraen las córneas tras 24 horas

de tratamiento y las dejan en caldo, desde donde hacen cultivos cuantitativos por diluciones

seriadas282.

Kupfennan’67 en 1979, determina el número de bacterias viables a partir de una

muestra de 10 mmde diámetro de córnea obtenida por trepanación una hora después de la

última dosis de antibiótico. Y prepara un homogeneizado de las mismas en 2 ml de solución

salina a 40 C en un micromezcíador por 30 segundos; posteriormente, hace diluciones

seriadas de la suspensión para su plaqueo y recuento.

También Raum y Rarza373 en 1983, realizan el recuento bacteriano tomando un

botón de 75 mmde diámetro de córnea mediante trepanación después de haber aspirado el

humor acuoso y sacrificado al animal tras 9 ó 17 horas de iniciar el tratamiento. Los

botones se pesaron y homogeneizaron en un micromezcíador Wheaton en un pequeño

volumen de buffer fosfato (PRS). Las alícuotas del homogeneizado se diluyeron

seriadamente y plaquearon para determinar el recuento de colonias viables; otras alícuotas

se utilizaron para medir el contenido de antibiótico por bioanálisis por difUsión en agar.

Nosotros, al igual que Davis y cols.282, a las 24 horas de finalización del tratamiento

antibiótico extrajimos las córneas y las depositamos en solución salina que agitamos en un

vortex durante 5 minutos, con el fin de proceder al recuento de las bacterias viables

resuspendidas en el líquido de fase.
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2.- DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VITRO

2.1.- EVALUACIÓN DE LA CMI/CMB

Atendiendo a los resultados, destaca la gran sensibilidad que presentan los

organismos gram positivos a rifampicina y a los aminoglucósidos, especialmente

gentamicina, y también la mayor sensibilidad del 5. pneumoniae a tiamfenicol. Y así, junto a

otros autores que han descrito una mayor sensibilidad de los neumococos al cloranfenicol

antes que a los aminoglucósidos53- 115,146,284-288 observamos también nosotros cómo

rifampicina sería el antibiótico de elección para estos organismos, seguido de gentamicina y

tobramicina para los Staphy¡ococcus y del tiamfenicol para el £ pneumoniae. Ofloxacino

sería la tercera opción, siendo su actividad frente a los Staphylococcus superior

(de 8 a 64 veces) al tiamfenicol, e igual a la de gentamicina para el 5. pneumon¡ae y por

encima (el doble) de la actividad de tobramicina en este último caso, y su utilización se

reservaría 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 tianifenicol, aunque hemos de señalar que frente a P. vulgarís tiamfenicol

presentó una sensibilidad intermedia. Ofloxacino resultó ser más sensible que gentamicina

(16 veces) y tobramicina (el doble) frente a E. cok y P. vulgarís. Sin embargo, aunque

posee muy buena actividad sobre P. aeruginosa70- ~, en nuestro trabajo vemos que

tobraniicina presenta una CMI más sensible (el doble) que la observada con ofloxacino,

aunque esta sensibilidad supera en ambos casos a la de gentamicina. Y así, ofloxacino

podría ser una buena alternativa para el tratamiento de las cada vez más frecuentes

queratitis originadas por cepas de P. aeruginosa resistentes a gentamicina y tobramicina284.

También, por su mayor sensibilidad frente a Enterohacteriaceae, seria de elección ante la

sospecha de una queratitis por gram negativos.
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Sin embargo, Osato y cols.’13, en un estudio que utilizó microorganismos gram

positivos y gram negativos procedentes de aislados clínicos de ojos que presentaban

infección, describen sensibilidad frente a ofloxacino (CMI 90 = 2 ¡.tg/mi), encontrando

resistencia frente a los aminoglucósidos: CMII 90 = 16 ¡.tg/ml para gram positivos frente a

gentamicina y tobramícina, y CMI 90 = 8 ~ig/ndfrente a gentaniicina y CMI 90 = 16 yig/ml

frente a tobramicina para gram negativos. Así mismo, los organismos gram negativos

mostraron resistencia frente al cloranfenicol (CMI 90 > 128 isg/ml), y aunque su

comportamiento frente a los organismos gram positivos fUe mejor (CMI 90 16 >ig/ml), se

consideró de sensibilidad intermedia.

Richmann”4, en un estudio experimental en conejos, compara la actividad de los

colirios de ofloxacino, gentamicina y tobramicina al 03%, y encuentra que una sola dosis

de ofloxacino mantiene niveles de concentración de antibiótico en lágrimas por encima de la

CMI 90 de organismos gram positivos y gram negativos durante 5 horas, mientras que con

gentamicina la concentración en lágrimas fUe mayor que la CMI 90 de organismos gram

positivos durante 20 minutos, y durante 2 horas frente a gram negativos. Con tobramicina,

la concentración en lágrimas superó la CMI 90 para organismos gram positivos y gram

negativos sólo durante 10 minutos.

Borrmann”6, en un estudio con pacientes a los que se administró una gota de

colirio de ofioxacino al 03%en ambos ojos cada 6 horas durante 10 días, encontró niveles

de antibiótico en lágrimas de 12 a 222 ~sg1gmdurante 4 horas, y ello sugiere que existe

suficiente cantidad de antibiótico presente en la córnea durante ese tiempo que, además,

supera la CMI de ofloxacino para la mayoría de los patógenos oculares.

En nuestro trabajo, ofloxacino mostró la mejor sensibilidad de todos los

antibióticos, en general, frente a los organismos gram negativos, con una CMI que varió

entre 003 y 05 kg/ml. Frente a los organismos gram positivos, presentó una CMI que

varió entre 05 y 4 ~ig/ml,y que, en general, mostró una sensibilidad equiparable a la

presentada por los aminoglucósidos, superior a la de tianifenicol, y en cualquier caso
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inferior a la gran sensibilidad que estos organismos presentan frente a rifampicina cuyas

CMII oscilaron entre 0015 y 003 jsg/mI. Aún así, vemos que estas CMII de ofioxacino, se

hallan entre los rangos de concentración de antibiótico alcanzados en las lágrimas tras la

administración de colirio de ofioxacino, descritos por Rorrmann 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 positivos209 278, Fuursted y Zhanel377’ 378 describen EPA cortos de

ciprofioxacino frente a £ faecalis y de norfioxacino y pefioxacino frente a £ aureus. En

nuestro estudio ofloxacino no presentó EPA frente £ pneumoniaea concentraciones

íguales a la CMI, pero al aumentar la concentración a 68 ~gIm1(‘— 2 CMI) observamos un

EPAcorto, y a 10 CMI el EPAse alargó a casi 3 horas. Por otro lado, los Staphylococcus

exhibieron un EPAcorto cuando se expusieron a concentraciones iguales a CMI y 5 CMI,

prolongándose hasta un valor intermedio a 10 CMI.

Frente a los organismos gram negativos, con quinolonas, se han descrito EPA

largos o intermedios’83-237- 379-381 Sin embargo, nosotros a CMI obtuvimos unos resultados

muy dispares. Así, no encontramos EPA significativo de ofloxacino frente a E. cali, aunque

observamos un EPA largo para 1’. vulgarís, y corto para P. aeruginosa. Al aumentar la

concentración de antibiótico a 10 CMI observamos EPA largos para E. cok, P. vulgaris y

P. aeruginosa.

No obstante, hemos encontrado trabajos382-383 en los que se describen EPA cortos e

íntermedios para E. cali y P. aeruginosa expuestos a concentraciones de otioxacino iguales

a la CMI, alargándose estos tiempos de recuperación de 1 a 3 horas con exposiciones a

2-4 CMI y con EPA máximos a concentraciones de 25, 50 y 100 CMI. También

Gobernado278 describe EPAcorto para lomefioxacino frente a E. cali.
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Vemos pues, que 5. pneumoniae,con una sensibilidad en el límite de la resistencia

frente a ofioxacino, no presenta EPA a CMI, mientras que al aumentar la concentración

hasta 10 CMI obtiene un EPA mayor al de los Staphylococcus,pareciendo ser el EPA un

resultado más de la cantidad de antibiótico, que de la sensibilidad expresada en fUnción de

la CMI. Sin embargo, frente al P. vulgarís no encontramos un aumento significativo del

EPA, con concentraciones de más de 100 veces la CMI.

No conocemos la existencia de estudios de EPA con tiamfenicol anteriores a los

nuestros. Sin embargo, en trabajos realizados con cloranfenicol Craig y Gudmundsson’81

observan EPAintermedio en una cepa estándar de £ aureus a 4-5 CMI. Y Bundtzen y

cols.’82, con E. cok ATCC 25922, encuentran EPA significativo cerca de la CMI,

intermedio a 4-5 CMI, y EPA máximo de 3 horas a 8 CMI. También, con aislados clínicos

de E. cali y Proteus mírainlis se han descrito EPA cortos a 4 CMI’82 y, en general, se ha

descrito EPA frente a organismos gram positivos y gram negativos cuando se ensaya a

concentraciones de 5 y 10 CMI309.

Nosotros, con tiamfenicol observamos EPA cortos, en todos los casos, al ensayar

con concentraciones iguales a la CMI. A 5 CMI y frente a 5. epídermidisse observó

todavía un EPA corto, pero al aumentar las concentraciones de antibiótico a 10 CMI

observamos una prolongación del EPA hasta valores intermedios, siendo los períodos de

recuperación más largos para £ aureus y £ pneumoniae.

Rifampicina presentó EPA corto frente a £ pneumoniaea concentraciones iguales a

la CMJy este efecto se prolongó a un valor intermedio a ¡0 CMI. Con S. aureus -al igual

que Craig y Gudmundsson’81- observamos EPA corto a CMI, y EPA largo a 10 CMI, que

coincide con el efecto de máximo EPA descrito por ellos para otra cepa estándar. También

Drabu y Blakemore384 obtienen EPA largos con 4 aislados clínicos y una cepa estándar de

Staphylococcus aureus.
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Frente a £ epidermidis obtenemos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CMI,

coincidiendo también con los largos EPA informados por Schmitt y cols.38’ obtenidos con

una cepa patógena de £ epidermidis y altas concentraciones de rifampicina.

En cuanto a los organismos gram negativos, y al igual que otros autoresíSí, 182,

vemos que rifampicina a CMI origina un EPA más largo (— 15 horas) frente a E. coli, que

frente a £ aureus (—~ 09 horas), y aunque ellos describen EPA máximo de 6’2 horas a

8 CMI, nosotros no encontramos recuperación 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. 182, describen EPA intermedios y largos

(de ¡‘5 a 36 horas) frente a aislados clínicos de E. cok expuestos durante 1 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 Rundtzen y cols.’82 con 2 cepas patógenas de Proteus

mirabilis expuestas durante 1 hora a concentraciones 4 veces la CMI de rifampicina. Frente

a P. aen¿ginosa encontramos EPA intermedio a CMI y largo a 10 CMI, y ello concuerda

con los EPA largos informados por Gudmundsson y cols.386.

Así pues, rifampicina a CMI presenta los mayores EPA frente a P. aeruginosa y

£ epidermidis, y el menor EPA corresponde a £ pneumoniae. A 10 CMI presenta EPA

largos en todos los casos, siendo también los EPA más largos los correspondientes a

£ epidermidis y a P. aeruginosa. Frente a £ pneumoniae el EPA a 10 CMI fUe intermedio.

Es curioso, cómo 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 guardaría relación con la sensibilidad presentada a los organismos, y sí

con la cantidad de antibiótico.
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Gentamicina a CMI presentó EPAcortos sobre los organismos gram positivos. Sin

embargo, tobramicina a esta concentración tuvo unos períodos de recuperación más largos

que dieron lugar a EPA intermedios para los Staphylococcus y todavía EPA corto para

5. pneumoniae.Nuestros resultados coinciden con los de Martínez-Brocal387, el cual

encuentra tiempos de EPA equiparables, al exponer durante 1 hora a 5. aureus

ATCC 29213 a concentraciones de gentamicina iguales y dobles a la CMI, utilizando una

técnica de densidad óptica y otra de recuento en placa, obteniendo en ambos casos EPA

cortos a CMI e intermedios a 2 CMI.

También McDonald, Bundtzen y Craig8- 182, 388 encuentran EPA cortos tras breve

exposición a concentraciones bajas de gentamicina sobre 5. aureus; y Parker, Eagle y

Lorian175’ 177. 199 describen EPAno significativos (< 05 horas) tras 1-2 horas de exposición

a concentraciones séricas de aminoglucósidos frente a Staphy¡ococcus.Sin embargo,

Mattie y Rescott200-203 describen EPA largos con netilmicina.

Al aumentar la concentración de los aminoglucósidos encontramos, en algunos

casos, dificultad en la cuantificación de las UFC. Así, con 5. pneu>noniae, concentraciones

de 10 CMI de gentamicina no permiten el recrecimiento después de 7 horas, pudiendo

decir, que el EPA será mayor de 5 horas. Sin embargo, con 10 CMI de tobramicina

observamos una recuperación de los cultivos entre la
6á y 7a hora de seguimiento,

resultando en un EPA largo de 3’4 horas. Cuando utilizamos un inóculo inicial bajo

(106 UFC/ml), nos fUe imposible la cuantificación, ya que la dilución de los cultivos

después de una hora de exposición al antibiótico nos dejó sin inóculo.

Con £ aureus a 10 CMI de gentamicina y tobramicina encontramos EPA

intermedios. Sin embargo, la gran sensibi]idad presentada por 5. epidermidis a la acción de

ambos aminoglucósidos nos llevó a ensayar con concentraciones menores, y así,

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 atención los resultados de Craig y Gudmundsson’81 182 que describen

EPA no significativo (03 horas) para £ aureus expuesto a 4-5 CMI de gentamicina, y

atribuyen estos resultados al gran poder bactericida del antibiótico que hace dificil la

cuantificación, aunque con posterioridad Craig y Vogelman5, y a la par ya con otros

autores384- 386, 389 390, que ensayan distintos métodos de determinación, coinciden con ellos

en un EPA máximo de 3 a 7 horas con los aminoglucósidos, en general, frente a

organismos gram positivos.

Y así, Isaksson y cols.202, con la técnica de recuento del ATP bacteriano, describen

también EPA largos de 5 a 10 horas con Staphylococcusque habían sido expuestos a

4-8 pg/mI de gentamicina y tobramicina. Sólo en un caso, con un aislado clínico de

5. epidermídis encontraron EPAde 05 a 25 horas a estas concentraciones, lo cual puede

indicar la variabilidad, en algunos casos, dependiente de cada microorganismo específico, y

no sólo de la especie bacteriana en general.

En cuanto a los organismos gram negativos, todos los autores’81- 18Z 20Z 203, 387, 390

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 recuperación de los cultivos a

partir de 32 CMI para E. cok. Nosotros a CMI no encontramos EPA significativo para

E. colí ni P. vulgaris con ninguno de los dos aniinoglucósidos. Sin embargo, al aumentar

las concentraciones de antibiótico a 10 CMI, encontramos EPA intermedio para

gentamicina y tobramicina frente a E. cok. Con P. vulgarís observamos también EPA

intermedio con gentamicina, pero no encontramos EPA con tobramicina. Sólo

Gobernado278 describe EPA intermedios de gentamicina frente a P. m¡rabiks.

Frente a P. aeruginosa se han descrito EPA un poco más largos’81- 182 202, 38t 391

Así, EPA cortos e intermedios se han informado a CMI, intermedios y largos a partir de

2-4 CMI y no recuperación de los cultivos a partir de 16 CMI. Nosotros a CMI obtuvimos

EPAcorto para tobramicina e intermedio con gentamicina. También aquí, observamos una

buena correlación entre el EPA y la cantidad de antibiótico, y así, aunque tobramicina
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presenta una CMI más sensible, 4 veces la de gentamicina, el EPA es menor, y ello se

atribuye a la concentración de antibiótico y no a la sensibilidad al mismo. A 10 CMI

obtenemos EPA largos con ambos aminoglucósidos, más para gentamicina (— 5 horas) que

para tobramicina <5- 3 horas) y ello es también un claro efecto atribuible a la cantidad de

antibiótico como acabamos de señalar.

En general, y coincidiendo con Craig y Vogelman5 y demás

autores’93’ ¡94. 202, 235, 391-393, podemos hablar de EPA máximo, de 2 a 7 horas, para los

aminoglucósidos frente a organismos gram negativos. Por otro lado, Nilsson394, con la

técnica del ATP bacteriano y tras la exposición de aislados clínicos y cepas de colección

~E.cok ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC27853) por una hora a altas concentraciones

de antibiótico y con una dilución de lOt obtiene también EPAde 3 a 7 horas.

Observamos que para todas las combinaciones de antibiótico/microorganismo, al

aumentar las concentraciones de los antibióticos aumenta el EPA, siendo pues, la existencia

de EPA una fUnción más dependiente de la concentración de antibiótico que de la

sensibilidad del microorganismo al antibiótico, aunque en ocasiones vemos que sí existe una

relación directa entre la CMI más sensible y el EPA, como por ejemplo es el caso de

rifampicina a 10 CMI frente a los Staphylococcus. Sin embargo, £ pneurnoniae muestra los

mayores EPA a 10 CMII 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. TambiénE. colí, P. vulgaris y P. aeruginosa con una CMII resistente a rifampicina

presentan los más largos EPAa CMII y 10 Civil, abonando la hipótesis de que el EPA sea

aquí una función más de la cantidad de antibiótico que de la sensibilidad al mismo.
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3.- DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS IN VIVO

3.1.-EVALUACIÓN CLÍNICA

En ambos experimentos hay una clara diferencia entre los grupos que no recibieron

tratamiento antibiótico y los que silo hicieron, y ello se evidenció no sólo en la rápida y

grave evolución de la infección corneal en los grupos no tratados, sino también en las

secuelas que se derivaron de ella, ya que todos estos ojosevolucionaron a laptisis 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 afectación de los parámetros

comeales y conjuntivales fUe mayor en los grupos de tratamiento en la primera semana que

en los grupos de profilaxis, y no hubo afectación uveal en ningún grupo.

Asi pues, si comparamos los resultados entre los arunos de profilaxis no

encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por S. pneumoniaey los

infectados por P. vulgaris que recibieron profilaxis con ofloxacino, pero sí las hallamos si

los comparamos con los conejos de control que no recibieron tratamiento y vemos que en

los grupos de profilaxis con ofioxacino los leucomas -si existieron- eran poco importantes y

no había neovasos, al contrario de lo que ocurría en los grupos control donde la úlcera

permaneció abierta junto a una gran reacción corneal, con un edema y leucoma que impidió

visualizar la cámara anterior para ver la afectación uveal y una neovascularización que

afectó a más de dos cuadrantes, junto a una gran reactividad conjuntival que pareció

mejorar al final de la segunda semana.

No observamos diferencias significativas entre los dos grupos de profilaxis con

ofloxacino pudiendo decir que la afectación corneal y conjuntival son superpuestas. Si bien

en los tres primeros días el edema y la úlcera fueron un poco mayores en el caso del

P. vulgaris, en ambos, la afectación corneal tendió a disminuir a partir del séptimo día, y en
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el decimoquinto no encontramos ni úlcera, ni deformidad corneal y sólo en algunos casos

persistió un leve leucoma residual. En cuanto a la afectación conjuntival, aunque en el

grupo infectado por 1’. vulgarís quedó una leve hiperemia conjuntival en algún caso, en el

grupo infectado por £ pneumoniae todos los parámetros conjuntivales eran normales en

todos los casos al final del estudio.

Tampoco Zato y cols.279, en estudios previos con ofioxacino en la queratitis

experimental en conejos, encuentran diferencias en la evolución clínica entre los conejos

infectados por £ aureus y los infectados por P. aeruginosa que recibieron profilaxis con

otioxacino, pero, al igual que nosotros, sí las encontraron al comparar estos con los conejos

que no recibieron tratamiento.

Lo mismo ocurre al comparar los resultados entre los gruoos de tratamiento, donde

no encontramos diferencias significativas entre los conejos infectados por 5. pneumoniae y

los infectados por P. vulgaris que recibieron tratamiento con ofioxacino, pero sí las

hallamos si los comparamos con los conejos de control que no han recibido tratamiento y

vemos que en los grupos de tratamiento con ofioxacino persiste un edema leve en algún

caso, junto a un leucoma residual y neovascularización 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 2~UDO5 de tratamiento

con ofioxacino, pudiendo decir que tanto la afectación corneal como la conjuntival se

superponen cualquiera que sea el microorganismo causante de la infección. Si bien el

edema y la úlcera comeal son más importantes en los tres primeros días en el caso del

£ pneumon¡ae, tienden a disminuir, en ambos, a partir del séptimo día. En todos los casos

se observó persistencia de un leucoma leve y neovascularización al final del estudio, aunque

la úlcera y la deformidad corneal desaparecieron. En cuanto a la afectación conjuntival, se

normalizó en todos los casos al final del tratamiento, y sólo en un caso se observa leve

hiperemia conjuntival en el grupo infectado por P. vulgaris.
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Igualmente, Zato y cols.279, en el estudio reseñado anteriormente, encuentran una

clara diferencia entre los conejos no tratados y los que recibieron tratamiento con

ofloxacino a las 24 horas de producir la infección. También aquí encontramos una

evolución hacia la ptisis bulbi en los ojos no tratados, mientras que en los que recibieron

tratamiento la úlcera cerró en todos los casos y, en general, los signos clínicos mejoraron al

final de la segunda semana. No obstante, la afectación fue más leve para el grupo infectado

por £ aureus que para el grupo infectado con P. aeruginosa, donde en el decimoquinto día

se observa mayor leucoma residual junto a persistencia de neovasos y ligero edema y

deformidad corneales, atribuyéndose ello a la mayor patogenicidad de dicho

microorganismo y también a la menor sensibilidad al antibiótico (CMII 90 = 0’5 ¡ug/ml para

£ aureus y CMI 90 = 2 ~.tg/m1para P. aeruginosa).

Al evaluar los 2N005 de profilaxis y tratamiento de un mismo microoreanismo

vemos que existen diferencias significativas en algunos parámetros. Así, la presencia de

neovasos y leucomas es menor en los grupos en los que se administra ofloxacino de forma

profiláctica que en los grupos que inician el tratamiento a las 24 horas de provocada la

infección. Y ello resalta la importancia que tiene la profilaxis antibiótica 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 antibiótico adecuado’3- ~ ~ 249

En nuestro estudio, ofloxacino mostró una eficacia al menos similar en la profilaxis

y tratamiento de las úlceras corneales provocadas por £ pneumoniae y P. vulgaris, ya que

en ningún caso en los que se instauró 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

evaluación clínica entre los conejos tratados con placebo y los tratados con fármaco activo,
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pero no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los dos antibióticos

utilizados.

Si comparamos los resultados entre los grucos de profilaxis no surgen diferencias

estadísticamente significativas entre los conejos tratados con tiamfenicol y los tratados con

tobramicina, mientras que sí se aprecian al comparar de forma aislada cualquiera de los dos

grupos con los que recibieron placebo (p <005 a p < 0’0O1; según el parámetro clínico

evaluado).

Así, aunque todos los parámetros referidos a córnea, úvea anterior y conjuntiva

mejoraron ostensiblemente en los dos grupos tratados con fármacos activos y al final sólo

quedó un leucoma residual de 2-4 mmde diámetro junto a una neovascularización que no

afectó a dos cuadrantes. Pareció existir una mayor afectación corneal para el grupo de

profilaxis con tobramicina entre el tercero y séptimo día, no obstante estar ya cicatrizadas

las úlceras. Encontramos también una reacción uveal leve junto con una afectación

conjuntival entre moderada e intensa en el tercer día. Mientras que en el grupo de profilaxis

con tiamfenicol no todas las úlceras habían cicatrizado en el séptimo día, no existió apenas

reacción uveal y la afectación conjuntival fUe entre leve y moderada. No obstante, en

ambos grupos se inició la mejoría a partir del séptimo día y en el decimoquinto todos los

parámetros conjuntivales se habían normalizado. Sin embargo, en el arupo de profilaxis con

placebo se observó que los parámetros de afectación corneal empeoraban a lo largo del

experimento, permaneciendo la úlcera abierta junto a una importante reacción corneal con

un edema y leucoma que no permitían valorar la alteración uveal. Asimismo, hubo una gran

reactividad conjuntival que pareció mejorar al final del estudio.

Al comparar los resultados entre los 2rupos de tratamiento tampoco encontramos

diferencias estadísticamente significativas entre los conejos tratados con tiamfenicol y los

tratados con tobramicina, y sí las apreciamos al comparar de forma aislada cualquiera de los

dos grupos con los que recibieron tratamiento con placebo. Y así, las mayores diferencias

se hallaron en la afectación corneal (p < 0005 a p -< 0001; según el parámetro clínico
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evaluado), y en la hiperemia conjuntival (p < 0’O05), para ambos antibióticos, y para

tobramicina comparada con placebo. en el caso de la secreción conjuntival (p < 000 1).

Vemos pues, que los parámetros de afectación corneal en el grupo de tratamiento

con placebo empeoran de forma considerable a lo largo del estudio, manteniéndose la

úlcera abierta en todos los casos. Los parámetros uveales no se pudieron evaluar debido a

la opacidad de los medios y la afectación conjuntival fUe de intensa a moderada. Sin

embargo, en los ~ruoosde tratamiento con tiamfenicol y tobramicina la evolución fUe

mucho mejor, y aunque el edema persistió en forma leve al final de la segunda semana en

ambos grupos por igual, los leucomas y la neovascularización residual parecieron afectar

más en el grupo del tiamfenicol que en de los tratados con tobramicina. En cuanto a las

úlceras, en el grupo de tobramicina han cicatrizado en todos los casos en el séptimo día,

mientras que en el grupo del tiamfenicol todavía se observa alguna pequeña úlcera

(<2 mm), pero todas han cicatrizado al final del estudio. Apenas existe afectación uveal en

los dos grupos de tratamiento con antibiótico y la afectación conjuntival se superpone en

ambos grupos con una hiperemia conjuntival y ciliar entre moderada e intensa en los

primeros días, que se normalizó al final del estudio en todos los casos, quedando tan sólo

una pequeña secreción en algún caso.

Por último, al evaluar los ~ru~osde profilaxis y tratamiento de un mismo antibiótico

hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas (p < 0’05) en algunos

parámetros (edema corneal), tanto en el caso del tiamfenicol como en el de la tobramicina,

lo cual no hace más que afianzar la idea de la importancia que tiene en las queratitis

bacterianas la instauración de un tratamiento antibiótico lo antes posible395.

Por tanto, los dos antibióticos demostraron su eficacia en la profilaxis y tratamiento

de las úlceras corneales provocadas por S. pneumoniae, ya que sólo en los casos en los que

se utilizó placebo los ojos evolucionaron a la p¡isis bulbi. De lo que se deduce que al

menos para las queratitis provocadas por 5. pneumoniae ambos antimicrobianos presentan

una actividad antibacteriana ¡ti vivo similar.
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Aunque los dos estudios se realizaron en dos épocas distintas en el tiempo, la

metodología utilizada y la pauta de tratamiento que se siguió tanto en los grupos en los que

se utilizó el antibiótico de forma profiláctica como en los que se instauró el tratamiento una

vez que la úlcera fUe provocada, en el caso del 8. pneumoniaenos permitió realizar una

aproximación comparativa de la actividad de los antimicrobianos utilizados en este modelo.

Y así, en los grupos de profilaxis antibiótica vemos que existió menor afectación

comeal en los ojos tratados con ofloxacino a lo largo de las dos semanas, mientras que la

afectación pareció superpuesta en los ojos tratados con tiamfenicol y tobramicina, aunque

en el séptimo día pareció apreciarse una mayor afectación en los grupos de tratamiento con

tobramicina. AA final, en estos dos grupos pudimos observar leucomas residuales y

neovascularización entre leves y moderados, mientras que en el caso de ofloxacino, si

existieron, fUeron muy leves.

No encontramos reacción uveal en ningún momento en los grupos de profilaxis con

ofloxacino y tiamfenicol, pero sí existió una leve reacción uveal en el grupo de tobramicina

en los tres primeros días. En cuanto a la afectación conjuntival, vemos que en el tercer día

existió mayor afectación, en general, para el grupo de tobramicina, seguido de tiamfenicol,

siendo los ojos correspondientes al grupo tratado con ofloxacino los que presentaron

menor afectación. Sin embargo, la afectación pareció superponerse en los tres grupos desde

el séptimo día y hasta el decimoquinto, en el que todos los parámetros se habían

normalizado en todos los grupos.

Así pues, aunque no encontramos diferencias significativas entre los tres

antibióticos, podemos decir que ofloxacino se comportó un poco mejor que los otros dos,

ya que aunque en todos los casos la úlcera se cerró, la evolución desde el primer día fUe

algo más leve con ofloxacino que con tiamfenicol y tobramicina y, además, 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 pareció existir una mayor afectación en los ojos tratados con tobramicina.
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En cuanto a los grupos de tratamiento antibiótico vemos que aunque en los tres

primeros días pareció existir menor afectación corneal en el grupo de tobramicina y mayor

en el de otioxacino, en el séptimo día fUe más manifiesta en el grupo de tianifenicol y se

superpuso en los otros dos. Al final de la segunda semana la afectación fue similar en los

tres grupos, encontrando leucomas y neovascularización residual quizás más notable en el

grupo del tianifenicol. El edema corneal -leve en los grupos de tiamfenicol y tobramicina-

apenas existe en el grupo de ofloxacino.

La reacción uveal tite mínima para los grupos de tiamfenicol y tobramicina, y no

existió para ofloxacino. La afectación conjuntival se superpuso en los tres grupos durante

todo el período de estudio, si bien en los grupos de tiamfenicol y tobramicina queda alguna

pequeña secreción en algún caso, en el grupo de ofloxacino todos los parámetros son

normales al final del estudio.

Tampoco aquí encontramos diferencias significativas entre los tres antibióticos.

Aunque, el edema corneal fue menor al final del tratamiento en el grupo de ofloxacino,

todas las úlceras cerraron al final del tratamiento.

Todo ello no hace mas que poner de manifiesto la efectividad -al menos similar- de

los tres antibióticos, en la profilaxis y tratamiento de las úlceras corneales provocadas por

£ pneumon¡ae.

No hemos encontrado estudios que detallen con tanta precisión como nosotros la

evolución de los síntomas a lo largo del tratamiento. En general, los autores describen si

existe mejoría con el tratamiento y en qué porcentaje. Sólo Fernández Vigo3’ utiliza

también una tabla semiográfica para valorar las lesiones.

Mitsui y cols.396, en varios estudios realizados en Japón con pacientes que

presentaban infecciones bacterianas externas del ojo, entre las que se incluían queratitis,

úlceras corneales y abscesos corneales, describieron una efectividad de buena a mejor en el
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93% de los casos, con una disminución significativa de los signos clínicos y síntomas de

infección, así como erradicación de los organismos en la mayoria de los casos tratados con

una solución tópica de ofloxacino al 03%instilando una gota cada ocho horas, y sólo en un

7%el resultado se evaluó como pobre.

3.2.-EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA Y ANATOMOPATOLÓGICA

En el primero de los estudios vemos que existe una buena concordancia

clínica/microbiológica en los grupos que recibieron profilaxis y tratamiento antibiótico con

ofloxacino, pero no en el grupo que no recibió tratamiento.

Y así, junto a una menor afectación clínica en el gruoo de profilaxis observamos una

negativización de los cultivos durante todo el experimento.

En el grupo de tratamiento la mayor afectación en los primeros días coincide con

una positividad de los cultivos en el tercer día del 333% para £ pneumoniae y del 50%

para P. vulgaris. En el séptimo día, la positividad de los cultivos se mantiene en un 1 6’6%

de los casos en las córneas infectadas por P. vulgaris, y ello se correlacionó bien con la

mayor agresividad de los signos clínicos provocados. En el decimoquinto día, la

negativización de los cultivos coincide con la cicatrización de las úlceras.

Sin embargo, pudimos observar una discrepancia clinica/microbiológica en el grnpg

de control. Y así, aunque todos los ojos de los conejos que no recibieron tratamiento

evolucionaron a la ptísis bulbi, los cultivos de los raspados corneales sufrieron un proceso

de negativización a lo largo de las dos semanas del ensayo, y de una positividad del

666-100% en el tercer día, se pasó al 33’3% al final de la primera semana y a un 0%a los

15 días.
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Y aunque otros autores256 369 han descrito resolución espontánea en la mayoría de

los modelos experimentales de infección ocular, en contraste con la experiencia en

humanos, esto no ocurrió en nuestro caso. Y nos llevó a realizar en el segundo experimento

un estudio anatomopatológico de uno de los ojos del grupo placebo, elegido al azar, así

como, también, un recuento de las bacterias en la córnea extraída a las 24 h de finalizar el

ensayo, con el fin de evaluar la acción de los antibióticos.

En el segundo experimento, aunque desde el punto de vista clínico no encontramos

diferencias significativas en la evolución de la infección comeal entre ninguno de los dos

antibióticos utilizados (tobramicinay tiamfenicol), sí las hubo en el resultado de los cultivos

corneales.

Así, mientras los cultivos procedentes de los ojos que recibieron profilaxis

antibiótica fUeron negativos durante todo el experimento en el caso de la utilización de

tobramicina, se registró una positividad del 833% en el tercer día para los que recibieron

tiamfenicol, aunque desde el séptimo día los cultivos fUeron negativos en ambos grupos.

También en los cultivos procedentes de los grupos de tratamiento antibiótico se

registró una mayor positividad en el tercer día para los tratados con tianifenicol que para

los que recibieron tobramicina (333% frente a un 166%). No obstante, a partir del séptimo

día todos los cultivos se negativizaron en ambos grupos, estando ello en consonancia con la

mejoría de los signos clínicos que se observaron en la segunda semana.

En cuanto a los cultivos procedentes de las córneas del grupo de profilaxis con

placebo. y al igual que en el primer estudio, observamos que eran positivos en un 666% de

los casos en el tercer día, pero negativos desde la primera semana y hasta el final del

experimento.

Sin embargo, una positividad del 166% se mantuvo durante las dos semanas que

duró el experimento en el grupo de tratamiento con olacebo, poniendo de manifiesto el
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mantenimiento del proceso infeccioso y en buena correlación con la impresión clínica y el

estudio anatomopatológico que nos mostró la gravedad de los procesos inflamatorios

desencadenados por la infección bacteriana, que ocasionaron la destrucción del globo

ocular. De hecho, un conejo perteneciente al grupo de profilaxis con placebo y otro

perteneciente al grupo de tratamiento con placebo murieron antes de finalizar el estudio,

presumiblemente por diseminación de la infección,

También Zato y cols.279 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 día y

negativización del 100% a partir del 70 día en los cultivos en el caso de la utilización

profiláctica del antibiótico, mientras que cuando se instaura el tratamiento a las 24 horas de

la infección los cultivos son positivos en un 40% en el 70 día y sólo a los 15 días son

negativos al 100%.

Por otro lado, Mitsui y cols.396, en un estudio con pacientes con infecciones del

poío anterior del ojo que fUeron tratados con una gota de colirio de ofloxacino al 0’3%

cada ocho horas, describen negativización de los cultivos entre el 40 y 70 día, unido a una

mejoría de los síntomas, en general, a partir del séptimo día. Encontrando pues una buena

correlación chica/microbiológica en el tratamiento de este tipo de infecciones entre las que

se incluía la úlcera corneal bacteriana.

Hirose y cols.397 describen el éxito de un tratamiento tópico con ofloxacino en el

caso de un paciente que presentaba queratitis superficial con úlceras corneales severas en

ambos ojos originadas por P. aeruginosa,no aislándose bacterias desde el día siguiente a la

ínstauración del tratamiento y asociándose también a una desaparición rápida del exudado

purulento.

En cuanto a la técnica empleada para el recuento de bacterias en la córnea extraída

a las 24 horas de finalizar el tratamiento282, encontramos, que sólo en 4 córneas de un total

de 33 aislamos bacterias, y estos casos correspondieron a grupos de ojos en los que se
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realizó profilaxis antibiótica (2 con tobramicina y 2 con tiamfenicol), siendo todos los casos

en los que se instiló placebo y tratamiento antibiótico negativos en cuanto al aislamiento

microbiológico de bacterias al final del experimento.

El hecho de que en el primer experimento observásemos una negativización

uniforme de los cultivos de las córneas que no recibieron tratamiento independientemente

de la bacteria que se ensayase y que en el segundo experimento no se hallase aislamiento

bacteriano desde ninguna de las córneas extraídas correspondientes a los grupos que

recibieron placebo, junto a unos cultivos en el decimoquinto día no homogéneos en cuanto

a la negativización, nos hizo pensar por un lado, que es posible que el medio ambiente de

inflamación y destrucción celular existente en el ojo infectado y no tratado sea inadecuado

para que la bacteria sobreviva por falta de elementos nutritivos y por ello su aislamiento sea

dificil de valorar.

Y por otro lado, nos llevó también a pensar que quizás fuese necesario mejorar la

técnica con un homogeneizado de la córnea extraída, con el fin de evitar errores

correspondientes a la permanencia de bacterias firmemente adheridas al tejido comeal y por

tanto imposibles de cuantificar desde la agitación y dilución seriada de la solución salina en

la que las depositamos tras su extracción.

Sin embargo, Kupferman’67, en un modelo experimental en conejos con UC por

P. aeruginosa,al realizar un homogeneizado en solución salina de las córneas extraídas una

hora después de finalizada la instilación antibiótica, encuentra resultados variables en

¡Unción de los antibióticos que ensaya y la dosis empleada, y así, en algunos casos,

encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos que han recibido antibiótico, que en

ojos que no lo han recibido. Por ejemplo, no hubo diferencias entre el número de UFC de

las córneas tratadas con neomicina y los controles.

También, Davis282, en un modelo experimental en cobayas y conejos con UC por

P. aeruginosa, describe resultados variables en ¡Unción de la vía de administración de los
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fármacos, y así, en algunos, casos encuentra mayor cantidad de microorganismos en ojos

que han recibido tratamiento antibiótico con tobraniicina, que en ojos que han recibido

placebo con CINa 015 M. No obstante, el tratamiento tópico con tobramicina siempre

resultó mejor -en cuanto al número de IJFC- en las córneas tratadas con el antibiótico que

en las tratadas con placebo.

Vemos pues, que no existe uniformidad en los resultados de los cultivos de los ojos

que no reciben tratamiento, y quizás sea debido más al daño irreversible que la infección

provoca, y que imposibilita el crecimiento bacteriano por la destrucción celular y

microambiental del ojo una vez la infección se ha establecido, que a la técnica de recuento

empleada.
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4.- SIGNIFICADO BIOLÓGICO DEL EPA Y SU INFLUENCIA EN LA

DOSIFICACIÓN DE LOS ANTIMICROBLALNOS EN UN ENSAYO

EXPERIMENTAL

Podría esperarse que el EPA tuviera una primera aplicación sobre las pautas de

administración de los antibióticos. Así, combinaciones de antimicrobiano/microorganismo

que no muestren EPA significativo requerirían dosificaciones que mantuvieran

continuamente niveles mayores a la CMI, mientras que aquellas combinaciones con EPA

prolongado permitirían, con dosificación intermitente, que los niveles de antibiótico 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 antibióticos actúan sobre los microorganismos inhibiendo su crecimiento y/o

provocando la muerte celular, Su rango de acción va progresivamente desde la producción

de alteraciones bioquímicas y morfológicas a la destrucción de las estructuras celulares

esenciales de la bacteria que llevan a la inhibición del crecimiento y finalmente muerte de

los organismosí2.

Si un agente antimicrobiano produce una pérdida rápida de la viabilidad celular

(máximo 1-2 horas) en la población a la cual se expone se considera bactericida, pero si la

población expuesta mantiene una meseta de viabilidad respecto al tiempo se considera

bacteriostático398. Numerosas experiencias clínicas han probado que puede no ser necesario

mantener niveles de fármacos continuamente bactericidas en sangre o fluidos tisulares para

conseguir un efecto terapéutico.

Así, la investigación de varias pautas de administración de penicilina G 17% 215, 399~408

sugirió que muchas infecciones podrían tratarse, adecuadamente, con antibioterapia

intermitente. En la fiebre escarlatina se llegó a la conclusión de que mientras el fármaco se

detectaba en la sangre por 6 horas al día, desde el punto de vista chico y bacteriológico se

obtenía la curación409- 410 El éxito del tratamiento intermitente en estos estudios en
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animales y en humanos se atribuyó, al menos en parte, al EPA. Y ello se ha visto en otros

tipos de infección, incluyendo queratitis bacterianas.

Los estudios de cinética de la actividad bactericida con respecto a la concentración

han puesto de manifiesto que existen diversas categorías de antibióticos 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 concentración causan un aumento

en la prolongación del EPA iii vitro.

La respuesta al daño inducido al ADN por las 4-Quinolonas es multifacética y

especie-dependiente411. Las quinolonas inhiben la ADN-gyrasa bacteriana y el efecto

principal de esta inhibición está en la replicación y transcripción del ADN.

Ofloxacino, con una acción bactericida que aumenta con la concentración hasta

alcanzar un máximo a partir del cual la acción bactericida disniinuye316-412 (esto es lo que se

llama efecto paradójico), muestra EPA cortos que se prolongan al aumentar las

concentraciones de antibiótico hasta un máximo en el cual, pese a multiplicar las

concentraciones, no se consigue aumentar el EPA, como vemos ocurre en el caso de

Proteus vulgaris a 68 ~.igm1.

El EPA alude a la inhibición continua de la división celular en términos de recuentos

siguientes a la exposición transitoria a un antibiótico. Guan y cols413 han demostrado que

las células tratadas con quinolonas no tienen una recuperación completa en el tiempo en

que el EPA clásicamente definido ha terminado, y sugieren que la síntesis de ADN por

unidad de célula proporcionaría una medida exacta del tiempo requerido por las células

tratadas con quinolonas para recuperarse totalmente.

Tiamfenicol, aún teniendo una actividad fUndamentalmente bacteriostática, muestra

un incremento del EPA al aumentar las concentraciones, más para organismos gram

U.CM. FacultaddeMedicina 167



Discusión

positivos que para gram negativos, y ello podría relacionarse con la mayor sensibilidad

antibiótica frente a los primeros.

Rifampicina, con acción bactericida sobre los organismos en fase de crecimiento

incrementa su actividad al aumentar las concentraciones de antibiótico. Asimismo los EPA

se prolongan con los incrementos en la concentración hasta un máximo en el que pese a

multiplicar las concentraciones de antibiótico, no se consigue aumentar el EPA.

Gentamicina y tobramicina, con un marcado efecto bactericida dependiente de la

concentración, producen in vitro un incremento del EPA cuando aumentamos su

concentración. La cantidad de fármaco, más que la frecuencia de administración determina

su eficacia. Además, altos picos pueden reducir la aparición de resistencia, y una sóla dosis

al día puede disminuir la toxicidad renal y ótica.

La presencia de un EPA prolongado sugiere que el antibiótico podría ser

administrado con menor frecuencia que lo que se sugiere por su vida media. Si hay EPA ¡ti

vivo, los niveles del antibiótico en el tejido de infección ‘pueden disminuir bajo la CMI sin

recrecimiento bacteriano en la última parte del intervalo de dosis.

Incluso en estudios recientes de dosificación in vivo se ha mostrado que para

algunos antibióticos es posible calcular el intervalo de dosificación óptimo por la suma del

tiempo sobre la CMI y la duración del EPA. Se sabe que el EPA está relacionado con el

AUC de la concentración del antibiótico y el tiempo de exposición. Y autores como

Turnidge414 han desarrollado una fórmula matemática que nos da el intervalo óptimo de

dosis conociendo:

1) los parámetros farmacológicos del antibiótico y la dosis;

2) la CMI de los organismos y

3) la relación entre el AUC y el EPA para cada combinación de

antimicrobiano/microorganismo.
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La efectividad de las pautas de administración de los antibióticos se ve influenciada

en gran medida por los efectos que las concentraciones de los antibióticos tienen en el lugar

de infección sobre la población bacteriana dinámica tras una sóla dosis y los efectos

acumulativos de dosis múltiples intermitentes. Y estos efectos farmacológicos envuelven,

por un lado, a la tasa de acción bactericida y a la extensión de la supresión del crecimiento

de las bacterias en los tejidos y, por otro, al EPA415. Si bien las concentraciones alcanzadas

son, obviamente, una fUnción de la cantidad de droga administrada, también dependen de

las características farmacocinéticas de cada antibiótico252.

Nuestro estudio con ofloxacino, tiamfenicol, rifampicina, gentamicina y tobramicina

muestra que incrementos en la concentración causan un aumento en la prolongación del

EPA ¡ti vitro. Y ello está en consonancia con los resultados de otros investigadores del

EPA tanto ¡ti vitro como ¡ti vivo416, cuya primera aplicación clínica ha sido la dosis única

con aminoglucósidos417.

La observación experimental ha sugerido que la efectividad de los tratamientos

tópicos antibacterianos frente a las queratitis bacterianas se incrementa por intervalos

cortos de dosificación’67. Con gentamicina y ofloxacino por vía tópica se ha visto que

pautas que usan dosis de carga seguidas producen concentraciones en córnea y en humor

acuoso más altas que pautas con dosis aisladas. Sin embargo, otros factores que las

técnicas de dosificación pueden afectar a los niveles de fármacos alcanzados en los ojos tras

la administración de agentes antimicrobianos4iS.

Con nortioxacino se ha visto que una dosis cada 8 horas de colirio al 01% era

ligeramente superior en eficacia clínica a una dosis cada 12 horas y también superior a la

rnstilación de un aminoglucósido cada 6 horas en el tratamiento de infecciones profundas

de los ojos como dacriocistitis y úlcera corneal. Sin embargo, en las infecciones

superficiales, la administración cada 12 horas puede ser suficiente para curar la infección,

evitando de esta forma a los pacientes el tener que llevar el frasco de colirio durante el día.
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Los niveles de antimicrobiano dependerán de la concentración de la preparación

antibiótica y del régimen de dosificación empleado. Se ha visto que aumentando las

concentraciones del colirio aumentan los niveles de antibiótico en lágrimas, conjuntiva,

córnea e incluso suero163- 419~ Múltiples aplicaciones incrementan estos niveles en la película

lagrimal preocular y corneal con cada secuencia de aplicación. Y así, en estudios

experimentales de queratitis por P. aeruginosa en hámster se ha sugerido que un aumento

en la concentración de antibiótico sobre los comercialmente disponibles resulta más

efectivo en el tratamiento tópico con agentes antibacterianos. Parece razonable, pues,

asumir que reduciendo el intervalo entre dosis se alcanceq mejores resultados~6”-256-257

Si la efectividad del tratamiento tópico se basa en la obtención de concentraciones

superiores a la CMI de cada cepa bacteriana específica en la región precorneal y en el

mantenimiento de esos niveles entre dosis. Cabe suponer, por tanto, que con las dosis que

se utilizan habitualmente en la clínica diaria la efectividad de estos antibióticos será mucho

mayor.

Sin embargo, sí un agente es relativamente no tóxico -de modo que una

concentración varias veces superior a la terapéutica para el tratamiento puede ser bien

tolerada- es posible aplicar una estrategia de dosis máxima, y el intervalo entre dosis puede

ser mucho más prolongado que la vida media.

Por los resultados in vitro frente a las dos cepas ensayadas, se sugiere que la

dosificación de ofloxacino frente a P. vulgaris podría ser más espaciada que frente a

£ pneumoniae,el cual requeriría una dosificación mayor y más frecuente que el primero.

No obstante, -para el £ pneumoniae-el tiamfenicol, ejercería una actividad antibacteriana

al menos similar a la de ofloxacino y tobramicina, con menor cantidad de antibiótico.

Los cultivos negativos durante todo el 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 antibióticos y la mejoria de los signos clínicos de infección, con menores secuelas y

afectación en los grupos de profilaxis, nos indica que el tratamiento antibiótico resultó

eficaz para erradicar las bacterias de la córnea y que sólo en algunos casos debería

prolongarse por unos días más o bien aumentar la concentración o frecuencia de

administración para su total erradicación.

Vemos también, que la profilaxis y tratamiento con ofloxacino es mejor que la

ausencia de tratamiento frente a la úlcera corneal experimental debida a P. vulgaris y tan

efectivo como tobramicina o tiamfenicol en la profilaxis y tratamiento de la úlcera corneal

bacteriana experimental debida a £ pneumoniae.

En nuestro estudio, la dosis utilizada de 2 gotas cada 8 horas flie suficiente para

mantener una supresión del crecimiento bacteriano en el intervalo entre dosis, así como una

concentración en las lágrimas terapéuticaniente eficaz, como se desprende de los resultados

obtenidos.

Por tanto ofloxacino, por su buena distribución intraocular y corneal, su fUerte

actividad bactericida a bajas concentraciones y el EPA significativo frente a bacterias gram

positivas y gram negativas (incluida P. aerugitiosa) es un antibiótico que tiene efectividad

en este tipo de infecciones, al menos similar a tiamfenicol, rifampicina y aminoglucósidos y

puede tener una duración mayor de acción terapéutica en las superficies externas de los

ojos que estosíl4.

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 tópico al 0’3% instilado cada 8 horas396, lo hacen

interesante en colirio para el tratamiento de las enfermedades infecciosas del poío

anterior’37.
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No obstante, antes de que ninguna pauta nueva de tratamiento basada en

parámetros farmacodinámicos tales como el EPA pueda ser propugnada, los ensayos

clínicos 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 práctica médica común. Sin embargo, se necesitan más estudios en animales y ensayos

clínicos humanos para verificar estas observaciones iniciales y determinar el último

significado clínico del EPA.
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1.La inyección intraestromal de la córnea fue eficaz en el 100% de los casos para

producir una úlcera corneal, encontrando unos resultados homogéneos y seguros en la

producción experimental de las úlceras corneales bacterianas por Streptococcus

pneumoniaey Proteus vulgaris.

2. La concentración mínima inhibitoria y bactericida de ofloxacino frente a los

microorganismos gram positivos y gram negativos estudiados, se halló dentro de los

intervalos de concentración que se alcanzan en la pelicula lagrimal precorneal tras una

sola dosis de colirio de ofloxacino al 0’3%.

3. Ofloxacino presentó el mejor rango de concentración mínima inhibitoria y bactericida

de todos los antibióticos aquí estudiados frente a los organismos gram negativos.

Frente a los organismos gram positivos, ofloxacino -junto a los aminoglucósidos-

presentó también el mejor rango de concentración mínima inhibitoria y bactericida,

después de rifampicina.

4. El efecto postantibiótico de ofloxacino, variable según la especie, permitida espaciar

la dosificación de los tratamientos cuando el agente etiológico responsable de la

úlcera corneal fuese un microorganismo gram negativo, y aconsejaría aumentar la

frecuencia en las dosis o su concentración, frente a los organismos gram positivos,

permitiendo, en este caso, el efecto postantibiótico largo e intermedio a altas

concentraciones, espaciar el intervalo entre dosis, beneficiando en ello la comodidad

de una menor aplicación sin pérdida de la eficacia.

5. La aplicación tópica de 2 gotas/8 horas/lS días fue suficiente para erradicar la

infección y cerrar la úlcera corneal, poniendo de manifiesto la buena penetración

corneal de los tres antibióticos por esta vía de admiistracion.
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6. La aplicación profiláctica del antibiótico cuando aún no se ha establecido la infección

corneal origina una mejor evolución, con menor presencia de neovasos y leucomas

residuales y, aunque en todos los casos la úlcera corneal cicatriza, destaca una menor

afectación, con menor edema corneal, en los casos en que el antibiótico utilizado fue

ofloxacino.

7. El tratamiento antibiótico una vez establecida la úlcera corneal bacteriana fue eficaz

en la resolución de la misma. Aunque en estos casos el curso evolutivo resultó en una

mayor afectación corneal en comparación con los grupos en los que se inició

tratamiento profiláctico, también aquí los ojos tratados con ofloxacino presentaron

una menor afectación.

8. Ofloxacino fUe tan eficaz como tianifenicol y tobramicina en la profilaxis y tratamiento

de las úlceras corneales provocadas por Streptococcus pneumoniae. Asimismo fue

eficaz en la profilaxis y tratamiento de las úlceras corneales originadas por Proteus

vulgaris.

9. El estudio del efecto postantibiótico y su implicación en la adopción de nuevas pautas

en el tratamiento de las queratitis bacterianas, debe ser avalado primero por ensayos

en modelos animales que permitan validar la eficacia de estas nuevas pautas y, sólo

así, poder determinar su significado clínico real con estudios prospectivos en

humanos.
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