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JUSTIFICACION

La evolucidon de las enfermedades infecciosas
depende esencialmente tanto de la eficacia de Tlas células
fagociticas para ingerir y destruir microorganismos
como de la aplicacién de una antibioterapia adecuada.
Esto hace que sea necesario conocer Tlas dinteracciones
que se establecen entre microorganismos, células
fagociticas y antimicrobianos (1). Los esfuerzos se
han dirigido, fundamentalmente, a desarrollar farmacos
con un espectro de accién cada vez mayor y a controlar
la posible apariciéon de resistencias a los mismos.
Sin embargo ultimamente existe un creciente interés
por el estudio de las interacciones fagocito-antibidtico
y sus implicaciones clinicas (2).

Los antibiéticos pueden 1dinterferir en la relacidn
leucocito-microbio de varias formas, el efecto mas
conocido son las neutropenias +inducidas. Por otro lado,
el fagocito puede proveer de wuna proteccidn a los
microorganismos frente al antimicrobiano, asi se ha
podido comprobar como algunos de estos agentes son
incapacesde penetrar en la c¢élula perdiendo asi su
eficacia.

Pueden también interferir directamente con las
células fagociticas modificando su capacidad de quimio-
taxis e ingestién, por Gltimo los antibidticos a ciertas
concentraciones pueden modificar la superficie del
microorganismo estimulando secundariamente 1la capacidad
funcional de los leucocitos,



Salvo la aparicidn de neutropenia o agranulo-
citosis, comprobada en relacidn con la administracidn
de determinados antibidticos, los otros efectos se
han estudiado fundamentalmente "in vitro" y no se conoce
el alcance de su significado ni su repercusidn clfnica.

Sin embargo, estos hechos no pueden ser dignorados
y hoy en dia se puede adelantar que el estudio tanto
de las interacciones entre fagocitos, antibidticos
y microorganismos como de 1los mecanismos implicados
en ellas modificardn 1la aplicacién de la terapia anti-
microbiana.

Estos estudios pueden cobrar una mayor importancia
si consideramos que el efecto sobre enfermos inmuno-
comprometidos es determinante a la hora de adquirir
infecciones oportunistas, micdticas Y bacterianas.
Fn estos casos lo ideal seria poder utilizar farmacos
que a la vez que actuaran sobre el microorganismo patdgeno
facilitaran l1a labor del macr6fago como c&lula responsable
de la etapa previa al desencadenamiento de la respuesta
inmune especifica (presentacién de antfgenos) asi como
en la capacidad bactericida de 1los polimorfonucleares

neutrdfilos.

Por todo ello creemos estar en un buen momento
para realizar este estudio con dos antibidticos y un
antifiingico de gran uso clinico.



1.- _INTRODUCCION




1.- INTRODUCCION AL SISTEMA INMUNITARIO

Nuestro medio entorno contiene una gran diversidad
de agentes microbianos como son los virus, bacterias,
hongos y pardsitos. Todos ellos si se multiplicaran
de forma dincontrolada dentro del huesped podrian llegar
a provocar su muerte, pero en la realidad en individuos
normales, la gran mayoria de 1las infecciones son de
duracién limitada. FEsto se debe a que el sistema
inmunitario combate estos agentes infecciosos.

Se conocen dos tipos de inmunidad:

* Inmunidad Innata (inespec{fical). Actua como
primera 1inea de defensa. Aqui se incluyen todas las
barreras fisico-quimicas de Tlas superficies corporales
y el sistema reticulo endotelial (SRE) compuesto por
las diferentes clases de c&lulas fagociticas.

*  Inmunidad adaptativa (especifical. Aparece
tras la interaccién entre el agente reconocido como
extrafio y el propio sistema dnmune, generandose una
memoria inmunoldgica para el agente que la puso en
marcha. Es por tante la que confiere al sistema
inmunitario tlas tres propiedades que mejor Jla caracte-
rizan: especificidad, memoria y discriminacidn propio
no propio.

E] sistema inmune comprende un conjunto heterogéneo
de clases celulares interrelacionadas entre si (3),
que proceden de células pluripotenciales a través de
dos 1fneas principales de diferenciacidn.



- La linea linfoide, que dard lugar a los tinfocitos.

- La 1linea mieloide, origen de 1las células fago-
citicas.

Las células fagociticas se subdividen en dos
clases basicas: 1los monocitos, que al pasar a los
tejidos se transforman en macréfagos, ¥y los granulocitos
polimorfonucleares, que pueden agruparse en neutréfilos,
bas6filos y eosindgfilos, segin 1la tincién histoldgica
de sus grdanulos.

Todos ellos poseen la capacidad de dirigirse
hacia el Tugar de la inflamacidén atraidos por un gradiente
de concentracidon de sustancias quimioatrayentes {quimio-
taxis), y unma vez alli, reconocer al agente causal,
unirse a é1, englobarlo y destruirlo.



2.1.- ORIGEN Y DESARROLLO,

Hace aproximadamente wun siglo, Metchnikoff (4)
observé que los leucocitos ingerian partfculas vy que
esta propiedad era indispensable para la defensa del
organismo humano frente a ciertas emfermedades, desde
entonces, los progresos en el conocimiento de las cé&lulas
con capacidad de fagocitosis (fagocitos) se han sucedido
de forma ininterrumpida, merced al estudio tanto de
los fagocitos normales como de aquellos que presentan
alteraciones funcionales.

Los granulocitos neutréfilos, Jjunto con 1los mono-
citos y macr6fagos histicos constituyen 1los verdaderos
"guardianes" méviles del organismo contra la infeccién
bacteriana, circunstancia que ha motivado la denominacidn
de"fagocitos profesionales", a diferencia de los linfo-
citos, plaquetas y hematies que carecen de capacidad
fagocitica.

Tanto los Teucocitos polimorfonucleares {PMN)
como los macrdfagos proceden de las mismas células
primitivas de 1la médula d&sea, asi estas células se
diferenciaran en monoblastos y mieloblastos (Fig, 1),
Tos monoblastos exhiben escasa avidez por las superficies
vitreas, son escasamente fagocfticas y su movilidad
es lenta. En una fase posterior del desarrollo, células
definidas como promonocitos presentan adherencia al
vidrio. Su tamafio es relativamente grande (de 10 a
20 micras de diadmetro), su cociente citoplasma-nucleo
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Figura 1. Origen y desarrolle de los macrdéfagos y neutréfileos (tomada
de Alexander y Good, 1980).



es alto y poseen citoplasma basdfilo. Presentan un
aparato de golgi desarroliado, granulos azurdéfilos
y prelisosomas. Estas cé&lulas parecen capaces de ejercer
endocitosis pero raramente la fagocitosis. E1 siguiente
paso de desarrollo son Jlos monocitos, células mono-
hucleares de gran tamafio (de 10 a 18 micras de didmetro)
con un nlcleo central escotado y un citoplasma que
se tifie de azul grisdcec con el colorante de MWright,
aparato de golgi desarrollado y mitocondrias uniformemente
distribuidas por el <citoplasma, son activamente fago-
citicas y de una vida media de tres dias. Por Gltimo
los monocitos originan los macrdfagos tisulares (higado
y cavidad peritoneal), miden de 20 a 80 micras de didmetro
y contienen uno o mids nlUcleos vesiculares ¥y numerosos
corplsculos de inclusién o granulos citoplasmicos de
gran tamaho.

Los macréfagos tisulares parecen capaces de vivir
largo tiempo, hasta varios afios, pudiendo replicarse
o permanecer latentes (5},

En la otra rama de diferenciacion el mieloblasto
puede dar Tugar a promielocitos neutré6filos, promielocitos
gosinéfilos y promielocitos basdéfilos (Fig. 1}, cada
uno de ellos se diferenciard en formas distintas de
granulocitos, a saber, neutrofilos, eosinofilos ¥
baséfilos., E1 desarrolloc de 1las series. neutréfilas,
normalmente solo tiene Tlugar en la médula ©osea, los
mieloblastos originan el promielocito que presenta
una gran acumulacién de granulos azurdofilos en su cito-
plasma baséfilo, al digual que en el mieloblasto, existen
aqui un gran niicleo ovalado con uno o mads nucleolos
prominentes, también presenta un aparato de golgi desa-
rrolladoe y un reticulo granular extenso c¢on polirribosomas



libres, c¢on 1la maduracién desaparecen 1los nucleolos,
el cociente nicleo-citoplasma se reduce a la vez que
se reduce el tamafio celular, posteriormente el aparato
de golgi se atrofia y cesa la granulogénesis. Las formas
maduras del granulocito son las células multilobuladas
(generalmente de 3 a 4 16bulos) y las células en banda
(cayados) (6).

Los neutréfilos pueden aparecer libres en Ta
circulacidn de 1la sangre o adheridas a las paredes
de 1o6s vasos sanguineos, estos ultimos constituyen
la reserva de granulocitos en circulacibén, normalmente
el tiempo de vida medio del granulocito neutréfilo
maduro es corto, tres dias desde que 1lega a la circu-
lacién procedente de 1la reserya de la médula osea.

Estas cé&lulas emigran, atravesando el endotelio
vascular, a los wespacios tisulares y raras veces, O
nunca, retornan al sistema circulatorio, Su vida finaliza
al1i siendo eliminadas por los macréfagos (Fig. 2).

2.2.- CARACTERISTICAS FUNCIONALES.

La base de la defensa del huesped frente a in-
fecciones por microorganismos invasores estd constituida
por los fagocitos, dentro de los cuales estdn incluidos
los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y 1los fagocitos
macr6fagos. Estas células eliminan a 1los microorganismos
invasores mediante toda una serie de mecanismos micro-
bicidas que se ponen en marcha una vez que estos han
sido ingeridos.

E1l proceso de fagocitosis comprende una serie
ininterrumpida de pasos que permiten gque esta funcidn
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Figura 2. Esquema de la fagocitosis por leucocitos polimorfo-
nucleares (PMN) y macréfagos tisulares, después de que las
bacterias patdgenas han atravesado 1la piel y han dinvadido
tejidos profundes. Los PMN 1levan a cabo una fagocitosis
mis eficaz que los macrdéfagos, pero estos UGltimos constituyen
la etapa previa para el desencadenamiento de respuestas inmunes
especificas.



pueda ser 1levada a buen termino: Adhesividad, qui-
miotaxis, fagocitosis y actividad microbicida.

Adhesividad. Los Jleucocitos tienen Tla capacidad
de adherirse al endotelio vascular, principalmente
en las venulas postcapilares, como primer pasc en la
respuesta inflamatoria (7) y dependiente de glicoproteinas
situadas en Ta membrana de los leucocitos {8). Aunque
el mecanismo exacto de regulacidén no estd muy claro,
intervienen diversos factores como la fibronectina,
los péptidos formilados, el factor C5a del complemento,
agentes relacionados con el proceso inflamatorio,
nucledtidos ciclicos, cationes divalentes, etc.. (7,
9, 10, 11).

Quimiotaxis. Los PMN y los macrdfagos poseen
la capacidad de emigrar a través de los tejidos, esta
emigraciéon puede ser al azar o dirigida especificamente
mediante un estimulo quimico inflamatorio, este proceso
es la quimiotaxis. Estos leucocitos contienen en su
superficie y secretan enzimas proteoliticas que son
activadas a pH tisular y que cumple un "papel trans-
cendental en su capacidad de emigrar. Muchas sustancias
generadas durante la imflamacién tienen 1la propiedad
de incrementar la velocidad de emigracién ({(quimiocinésis)
y orientar el movimiento en la direccidn de un gradiente
aumentando la concentracién del agente (quimiotaxis):

- Productos bacterianos que ‘inducen quimiotaxis
en leucocitos como las endotoxinas y péptidos
N-formilmetioninicos (12, 13).

- Factores derivados del suero como la anafilotoxina
C5a y complejos antfgeno-anticuerpo (14, 15}.



- Derivados del - acido araquiddnico. Entre ellos
se encuentran la prostaglandina E1, los derivados
monohidroxilados del acido araquiddnico vy los
leucotrienos como el B4 (LTB4) (16).

- Compuestos de linfocitos T y B estimulados
que pueden atraer a los macréfagos en los sitios
de inflamacidén y retardan las reacciones de hiper-
sensibilidad (17).

- Factores producidos por las células mononucleares
pueden estimular la quimiotaxis en neutrdfilos
(18} .

Existen sustancias en los sitios de inflamacidn
que inhiben la migracidén al azar de estas células evitando
que escapen de las zonas dafiadas, asi, estan las linfo-
cinas como el factor inhibidor de migracién de macréfagos,
enzimas proteoliticas producidas durante la activacion
del complemento como el factor Bb, 1la plasmina, el
plasminbgeno asf como su factor activador (11,18,20,21).

Todas estas sustancias quimiotacticas tienen
la propiedad de actuar a distancia mediante su interaccidn
con ciertos receptores que se encuentran en las membranas
de las células fagociticas (16, 22, 23). Se ha observado
que para la transduccidon de la seflal para la quimiotaxis
se requiere de vreacciones de transmetilacidn mediadas
por S-adenosin metionina que son dirigidas hacia 1la
activacién de fosfolipidos de membrana (24). Recientes
evidencias sugieren que la proteina kinasa C también
esta involucrada en la transduccidn de algunas sefiales
inducidas por quimioatrayentes (25). Se sabe también
que en la membrana plasmdtica existen esterasas que
estan relacionadas con este proceso (26), en &1 tambien



se producen fenGmenos de despolarizacion y posterior
carga de la superficie de 1a membrana plasmitica del
fagocito {16), también se requiere de cationes divalentes
calcio y magnesio (27, 28) asi como de nucleétidos
cfclicos AMPC y GMP_ (29, 30).

Los leucecitos se mueven sobre la superficie
mediante la emisién de unas protuberancias planas ¥
delgadas, los pseuddpodos, a la vez en la parte posterior
del leucocito se formard una cola de retraccién también
llamada wurépedo. Los pseudépodos a nivel estructural
contienen microfilamentos que representan la parte
contractil del <citoesqueleto, constituidos por actina
y miosina entre otras proteinas (31), 1la transicién
de actina en su forma globular a fibrina, constituye
la base de la cléasica transicién sol-gel del citoplasma
de las células en movimiento (32},

Se sabe que 1los agentes quimiotdcticos pueden
estimular el ensamblaje de los microtubulos, responsables
del mantenimiento de la forma celular, de 1la polaridad
del- movimiento asi como aumentar el GMPC (33,34) de este
modo la polimerizacién de 1la tubulina seria paralela
~a la direccién de migracién produciendose al mismo
tiempo un acortamiento de 1os microtubulos en direcciones
perpendiculares a esta (35), E1 papel que desempefian
los microtubulos ha sido puesta en evidencia con diversos
tratamientos con colchicina, esta droga 9inhibe el auto-
ensamblaje de Tla tubulina y produce una alteracién
de la direccién de desplazamiento asi como una perdida
de respuesta a estimulos quimiotacticos aumentando
su movimiento al azar (36).



Fagocitosis

Este proceso podemos dividirlo en dos etapas:
reconocimiento e ingestidn, Para que una particula
pueda ser dingerida ha de unirse a determinadas areas
de la membrana del fagocito; dependiendo de Tlas caracte-
risticas de tamafio y forma de la superficie de la partf-
cula, este material particulado puede ser desde complejos
antigeno-anticuerpo y componentes celulares hasta
particulas virales y <células intactas en el caso de
macrdofagos. Una vez que se producen las interacciones
con un receptor de superficie del fagocito se transmite
una sefial de forma desconocida dando lugar a la ingestidn
de la particula (37). E1 reconocimiento del microorganismo
o partfculas extrafias va a estar mediado por componentes
del complemento ( €C3b y C5 ) y anticuerpos (IgG e IgM)
que se unen a este facilitando su 1interaccidén con el
fagocito, este procesc se conoce con el nombre de opso-
nizacidn,

En la membrana del macréfago se han encontrado
toda una -serie de receptores relacionados con este
proceso:

- Receptores para las regiones Fc de las fnmuno-
globulinas. Asi estan Tlos receptores FcRI  que
reconocen el isotipo ¢.2a de 1las IgG, este se
encarga de aumentar la actividad de la fosfolipasa
A2, la cual estd vrelacionada con el mecanismo
en cascada del acido araquidbnico. Los receptores
Fcll, que reconocen el disotipo Y1 y ¥2b (38),
se cree que su papel sea de mediador en la
concentracidén dntracelular del AMPC (39). También
existen evidencias que indican 1la existencia



de sitios de unidén especificos para el dsotipo
Y3 del IgG y del IgE (40).

- Receptores para el complemento. Son CRI y CR3
(41}, estos pueden vreconocer distintas porciones
de la molécula C3 pero han sido mejor observados
en su interaccidén con C3b y C3bi. Se sabe que
las particulas extrafas envueltas por C3b y C3bi
son adheridas y posteriormente fagocitadas por
macrdfagos inflamatorios gracias a estos receptores.
En fagocitos mononucleares tambien se han detectado
receptores para la anafilotoxina Cb5a (42). EI
papel de este vreceptor es el de inducir 1la
secreccidn de dinterleukina-1 e iniciar la quimio-
taxis (43).

- Receptores para manosa-fucosa. Se ha descrito
Ta capacidad del macréfago peritoneal para reconocer
glicoproteinas que tienen <como terminal manosa
y N-acetilglucosamina o residuos de fucosa ({(44).
Se desconoce la funcidn exacta de estos receptores
pero se cree que podria ser otra forma de inte-
raccionar con determinados elementos microbianos
en la fagocitosis.

En 1a membrana de los PMN tambien se han descrito
receptores para la porcidn Fc de las IgG asf como para
el C3b del complemento (45).

La internalizacidn de las particulas es un proceso
que requiere de una adherencia de 1los receptores del
leucocito a los Tligandos unidos a ta particula a modo
de circunferencia, este es un proceso de ‘'cremallera"
tambien denominado zipper (46, 47). Si 1los Tligandos
ho estadn en densidad suficiente para que ocurra este
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fendmeno de reconocimiento o si 1los receptores de super-
ficie no se mueven lo suficiente en 1la fase 1liquida
de la membrana, este proceso se detiene en ta fijacidn.
Una vez formada en 1la periferia del leucocito las
vesfculas fagocfticas se dirigen hacia la zona peri-
nuclear, guiadas por los microtdbulos en un proceso
que requiere energia ¥y que utiliza una gran cantidad
de proteinas citoplasmicas contractiles (actina y miosina)
(48)., La 1ingestién es dependiente de I cationes
divalentes (calcio y magnesio) y posiblemente del AMP_,
ademés de otros factores (37).

E1 la zona perinuclear, las vacuolas endociticas
se convierten en T1isosomas secundarios después de su
fusién con los lisosomas primarios, de forma alternativa,
las vacuolas endociticas o fagosomas pueden unirse
con lisosomas secundarios preexistentes (Fig. 3). En
alglin momento entre la formacidn inicial de la membrana
endosomica y la formacidn del lisocsoma secundario,
los contenidos empiezan a acidificarse y porciones
de membrana, receptores citoplasmicos asi como algunos
de sus contenidos son devueltos a la superficie celular.

Dentro del 1lisosoma, 1los contenidos fagocitados
asi como algunas proteinas de la membrana plasmatica
son digeridos a pH &cido por mds de 40 enzimas hidro-
liticas (49). Las macromoléculas come proteinas, hidratos
de carbono complejos y lipidos son digeridos hasta
ser reducidos a subunidades de pequefio peso molécular
que pueden escapar del Tisosoma hasta gl citoplasma.

A diferencia de los neutréfilos, Tlos macroéfagos
pueden expulsar materias residuales no digeridas en
virtud de un proceso tlamado exocitosis.



Los cambios metabélicos que acompafan a la fago-
citosis son ademds de la 1liberacibén enzimatica, un
aumento de la glicolisis, wuna activacidén de 1la ruta
de las pentosas, un aumento de la produccidn de agua
oxigenada y del 1i6n superoxido, asi como la sintesis
de lipidos, recambio del ARN y quimiluminiscencia (50,51).

E1 estallido respiratorio que se produce después
de que 1la particula ha sido 1ingerida por el fagocito
produce un alto consumo de oxigeno, este, es reducido
a superoxide en una reaccidn catalizada por una oxidasa
asociada a la membrana y que es insensible a los inhibi-
dores de 1la respiracidén mitocondrial, utiliza NADPH.
La fuente de NADPH para 1la oxidasa la proporcionaria
la ruta de las pentosas, esta oxidasa serfa una flavo-
proteina que "in Vitro" podria wutilizar tanto NADPH
como NADH (52, 53, 54)(Fig. 4).

Con el estallido respiratorio 1la gran mayoria
del oxfgeno consumido se transformaria en superdxido
por la oxidasa y Tluego por mediacién de una dismutasa
de superodxido se transformaria en agua oxigenada:

20, + NADP --=----- )y 207, + nappt + Ht
Oxidasa

20 + 2H @ me=-m--- > 02 + 2H20
Dismutasa

En este proceso estda implicado un citocromo del
tipo b (55). Tanto la flavoproteina como el citocromo
forman parte de una cadena transportadora de electrones
desde el NADPH al oxfgeno (56). En todo este proceso
se pueden formar radicales hidroxilo por 1la interaccidn
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de los perdxidos de hidrdgenc y los superdxidos:

0, + H,0, ========- YOH™ + 0, ("0,")

Asimismo puede aparecer un estado excitado, 1los
singletes de oxfgeno pueden revertir a 02 para generar
Tuz (57) aunque esta luz podria proceder del superdxido
o peréxido de hidrogeno {(50).

Mecanismos microbicidas. Estos pueden ser divididos
en ox{geno-dependientes y ox{geno-independientes:

- Mecanismos oxigeno-dependientes.

1.- Mecanismos oxfgeno-dependientes mieloperoxidasa
independientes, cuentan con la accién microbicida
de 1los derivados de la reduccidn del oxfgeno
molecular, el superdxido vy el peroxido de
hidrogeno asi como la formacidn de radicales
hidroxT1icos (53, 58}.

2.~ Mecanismos oxfgeno-dependientes mieloperoxidasa
dependientes.,

2.1.- Activacién de haldgenos. Los distintos
halédgenos 1intracelulares como el bromo ¥y
el yodo, pero especialmente el cloro y el
yodo son activados por la presencia de agua
oxigenada y mieloperoxidasa. Dicha enzima
es una hemoproteina (59), se combina primero
con el agua oxigenada formando un complejo
enzima-sustrato que puede oxidar a una serie
de componentes entre los que se encuentran
los diones haluro, esta oxidacién da Tugar
a un hipo-halégeno con un poder bactericida



muy acentuado (58). La reaccidn es:

Haldgeno + H202 + mieloperoxidasa -~~~
----» hipo-haldgeno + HyO

En el caso del 16n cloruroc perece que el
principal producto es el ién hipoclorito,
muy téxico. A partir de este producto se
puede dar lugar a la formacidn de otros
agentes oxidantes como los singletes de
oxfgeno y las cloraminas (60, 61).

2 2. - Descarboxilacidn de aminodcidos. La reacciodn
basica es la siguiente:

R~CHNH2-C00H ----- >R-CHO + CO, + NH,.

Fsta reaccion, controlada en parte por Tla mielo-
peroxidasa degrada muchos de los aminoacidos
de 1a membrana bacteriana, 1lo cual da lugar a
la muerte del germen (62).

Los fagocitos han de protegerse contra los radicales
de oxigeno que son altamente toxicos, asi el
i6n superdoxido es eliminado por la accidn- de
la superdxido dismutasa, (ya vistas) que da Tlugar
a la formacién de agua oxigenada, esta a su Vvez
es eliminada por dos sistemas (58), 1la catalasa
que cataliza la reaccion:

H202 """"" > H20 + 02
y el sistema glutation peroxidasa - glutatidn
reductasa:

2GSH + Hy0, -==m=--m==mmmmmmmmommmon > G5SG + H,0

Glut. Peroxidasa

GSSH + NADPH # H' -em-emcmcmmmonn- > 2GSH + NADPT
Glut. Reductasa



- Mecanismos oxigeno-independientes.

1.~ Cambio de pH. E1 metabolismo anaerobico dentro
del fagosoma 1lleva a 1la rapida produccidn de
dacide ldctico y é&cido carbénico con 1o cual el
pH disminuye hasta cifras que fluctuan entre
6,5 y 4. Este es suficiente por si solo para
matar una serie de microorganismos como

Streptococcus pyogenes o detener el crecimiento
de otros como Escherichia coli (4%),

2.~ Liberaciéon de 1lisozima. Esta enzima puede
lisar bacterias rompiende Ta unidn entre el A&cido
murdmico y la N-acetilglucosamina presente en
muchos germenes gram-positivos (63).

3.- Lactoferrina. Esta proteina tiene capacidad
de 1ligar @&vidamente el hierro privande a las
bacterias de este microelemento necesario para

su normalmetabolismo (64).

4.- Proteinas catidnicas. Son un conjunto de
nueve proteinas de bajo peso molécular, con grupos
acidicos y que interfieren con el metabolismo
de muchas bacterias 1impidiendo su crecimiento.
Parece que el efecto de cada una de ellas puede
ser diferente sobre distintos gérmenes y, en
consecuencia, Ta carencia genética de una o varias
de ellas puede asociarse con procesds infecciosos
crénicos debidos a determinados

microorganismos (65).

5.- Defensinas. Son moléculas peptidicas con
actividad antimicrobiana muy variada (66).



3.- Caracteristicas de los microorganismos

seleccionados.

3.1.- Escherichia coli.

Son germenes gram—negativos, moviles y con forma
bacilar, fueron aislados por Escherich en 1881. No
forman esporas y son relativamente pequefios, pues miden
de 2 a 3 u de longitud y de 0,4 a 0,6 u de anchura.
Posee flagelos peritricos y fimbrias o pili especializados
en la transferencia cromosémica durante Ta <conjugacidn
bacteriana. Algunas cepas son capaces de producir capsula
formando grandes colonias mucoides, que pueden distin-
guirse facilmente de la variedad 1lisa habitual no capsu-
lada.

La pared de 1las bacterias gram-negativas esta
constituida, desde el exterior al interior, por una
membrana externa, una capa de peptidoglicano, un espacio
periplasmico y la wmembrana citoplasmica. La membrana
externa hace posible que TJlos bacilos resistan a los
factores de defensa del huesped, comoc 1la 1lisozima o
determinadas proteinas leucocitarias que suelen ser
muy tdxicas para las bacterias gram-positivas, estas
bacterias al ser huespedes habituales del tubo digestivo,
estan protegidas contra su degradacién por las sales
biliares y por las enzimas digestivas.

Por otra parte, 1la membrana externa se comporta
como una barrera de permeabilidad gque protege a las
bacterias contra <ciertos antibidticos no difusibles
y que por lo tanto, solamente son activos sobre gérmenes
-gram~ positivos: Macrdlidos, novobiocina, clindamicina,



dcido flcsico (87).

La membrana externa estd constituida por distintos
elementos constitutivos (Fig. 5):

- Fosfolfipidos. La composicidén en fosfolTpidos
es parecida a la de 1la membrana citoplasmica,
conforman una capa bimolecular hidréfoba.

- Lipopolisacdaridos. Abarcan tres regiones
distintas: Las cadenas laterales o secuencias
poliosfdicas, que transportan las especificidades
0, el "core" o nucleo de polisacdrido de base,
y el 1{pido A unido al "core" por un trisacarido.
Las moléculas de lipopolisacérido (LPS) estén
constituidas por 6 o 7 Aacidos grasos saturados,
unidos a las glucosaminas del disacarido; es
la fraccidn poliosidica de los LPS de las cepas
lTisas la que 1leva consigo las especificidades
0 de las bacterias de las gue proviene. Los LPS
unidos entre ellos por iones Mg++, lo que asegura,
de esta manera, la estabilidad del conjunto.
Los LPS o wendotoxinas son 1los responsables del
"shock" por bacilos gram—négativos, cuando tiene
Tugar la 1lisis bacteriana en la circulacidn
sanguinea.

- Proteinas. Existe una gran cantidad de proteinas
diferentes, entre ellas los poros y 1la proteina
OmpA. La lipoproteina mureina asegura Ta estabilidad
del conjunto de 1a membrana externa con el peptido-
glicano, 1los poros son canales proteicos llenos
de agua, que permiten el paso de pequeflas moléculas
hidrofilas a través de la membrana externa fosfo-
Tipidica, tiene un papel de difusidn de
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nutrientes (68). Existe una interaccidén entre
los poros y Jlos LPS, puesto que estos fltimos
determinan la orientacién y la exposicidn de
los primeros a la superficie bacteriana. La caracte-
ristica funcional de 1la membrana externa es la
barrera hidréfoba, que permite el paso de 1las
molécultas nutritivas esenciales, pero dimpidiendo
al mismo tiempo, T1a penetracidn al interior de
moléculas mayores, como 1as enzimas o determinados
antibidticos, asi como ta salida de enzimas peri-
pldsmicas.

E1 peptidoglicano es un polimero compuesto de
cadenas lineales de N-acetil-D-glucosamina y de dcido
N-acetil murémice. Estas cadenas poliosidicas estan
unidas entre si por cadenas cortas de tetrapéptidos
que contienen L-alanina, 4acido D-glutamico, L-1lisina
y D-alanina. Estos tetrapéptidos estan unidos por una
de sus extremidades al 4acido N-acetil muramico y por
la otra a otro tetrapéptido, bien directamente, bien
por medio de aminodcidos suplementarios (pentaglicina).
En 1a sintesis del peptidoglicano tres enzimas esencialesy
una transglicolasa que asegura la formacidn de las
cadenas de polisacaridos entre si y la carboxipeptidasa
que interviene cortando el puente entre los dos péptidos
del dipéptido de alanina, impidiendo por ello la
transpeptidacién, de este modo Ja carboxipeptidasa
tendria un papel en la regulacién de la sintesis vy,
por lo tanto, en el grosor del peptidoglicano (69)}.

Los betalactdmicos actuan dinhibiendo Tlas trans-
peptidasas y las carboxipeptidasas, gracias a su analogia
de estructura entre el nitcleo betalactamico y el dipeptido

~de alanina.



La unién de estos betalactamicos o proteinas
fijadoras de penicilinas (PBP} es 1la responsable de
la inhibicidn de 1la sintesis de peptidoeglicano y de
la detencidn del crecimiento bacteriano.

E1 espacio periplédsmico situado entre 1la membrana
externa y la membrana citoplasmica, es donde se encuentran
las enzimas capaces de hidrolizar 1los betalactdmicos;
ias betalactamasas.

La membrana plasmitica estd constituida por una
doble capa de fosfolipidos cuya permeabilidad{muy Timitada
para las moléculas polares)estd influida por Ta variacidn
de Tongitud y por el grado de saturacidn de los d&cidos
grasos que la componen. Ciertas proteinas que "flotan"
en ia masa de los fosfolipidos son permeasas que facilitan
la difusién y el transporte activo a través de 1la
membrana. Las PBP estdn insertadas en la membrana cito-
plasmica por su extremidad COOH, estando, dgualmente,
proyectado hacia el substrato su Tugar enzimdtico
activo (70). '

Con respecto a la virulencia y el poder patdgeno
de E. coli el mds importante constituyente de la pared
celular son los lipopolisacédridos (LPS), estos no solo
son los antfgenos predominantes sino que ademds media
un gran nimero de actividades biologicas (71), serologica-
mente son conocidos como antigenos 0 y farmacologicamente
como endotoxinas. E1 lipopolisacdrido puede extraerse
de la pared bacteriana por tratamiento con fenol
y por hidrélisis &cida suave, se aobtienen una fraccion
lipoidea no inmunogénica (lipido A) que contiene los
grupocs quimicos responsables de 1la toxicidad y una
fraccion con los antigenos O.



Algunos de los efectos que pueden provocar 1os
lipidos A en una infeccidn son pirogenicidad, neutropenia,
activacion de los macréfagos, del complemento, induccidn
y promocidn del namero de mediadores de la inflamacidn.
La parte polisacarida estd formada por unidades repe-
tidas de oligosacarides (72) y desempefia un papel
importante en la virulencia y patogeneidad de E. coli.
Ciertas cepas posee envueltas capsulares de polisacdridos,
son -1os antigenos K, 1la presencia de estos enmascara
a menudo los grupos inmunologicamente activos de los
antfgenos 0 situados més profundamente, y puede proteger
a la bacteria de la accién bactericida de 1los fagocitos
y el complemento (73).

Las enfermedades causadas mas frecuentemente
por E. coli son las infecciones de Tlas vias urinarias.
Los organismos pasan posiblemente del tubo digestivo
a las vias urinarias y rifiones por via hematodgena,
linfética y por via ascendente. Cuando el nimero de
bacterias en orina es superior a 100.000 Ufc/ cms,
existe infeccidn urinaria. Frecuente en nifios, mujeres
embarazadas v pacientes con lesiones obstructivas,
y emfermedades neurolégicas que afectan a las vias
urinarias. Actuan como factores desencadenantes la

caterizacidén y otras formas de instrumentacidn uretral.

3.2.- Staphylococcus aureus.

Son gérmenes esféricos gram-positivos que crecen
agrupandose en racimos (griego, staphyle "racimo de
uvas".). Roberto Koch en 1878 fué el primero en describir
el estafilococo en pus humano. Mas tarde en 1884,
Rosenbach describid dos especies: Staphylococcus




(pyogenes) aureus y Staphylococcus (pyogenes) albus,
actualmente <clasificados en dos géneros diferentes
(Staphylococcus) de l1a familia Micrococcaceae, Julianelle,
en 1930, dintrodujo 1la primera clasificacién de los
estafilococos basada en diferencias de estructura anti-
génica y en 1942, fisk desarrollé un método de tipado
por bacteridfagos.

Los estafilococos son organismos inmoviles que
no forman esporas. Sus diametros varian entre 0,7 y
las 1,2 u, forman racimos por divisiones drregulares
en dos planos perpendiculares. Esto es mas evidente
en medios sdlidos, en los 1iquidos forman a .menudo cadenas
cortas de no mas de 4 elementos.

S.aureus forma colonias amarillo-doradas, debido
a un pigmento amarillo formado por 2 carotenoides,
el delta-caroteno y la rubixantina. Todas 1las cepas
patdgenas elaboran una enzima denominada coagulasa
que coagula el plasma,

La pared de Jlas gram —positivas, relativamente
gruesa, estd constituida en su mayor parte por el peptido-
glicano (Fig. B). Pueden estar presentes otros elementos
constitutivos en situacidn superficial, especialmente
loa é&cidos teicoicos, polisacdridos unidos de manera
covalente a las cadenas de polisacaridos del peptido-
glicano., La «céapsula externa de polisacaridos, factor
de virulencia, constituye un elemente incenstante en

S. aureus (74).

Los factores de virulencia y toxinas de S. aureus
son varios {75). Los estafilococos patdégenos cuando
crecen en medios artificiales liberan diferentes toxinas.



Las mé&s elaboradas frecuentemente incluyen 4
hemolisinas (alfa, beta, gamma, lambda), una leucocidina
no hemolitica (produce degranulacién de Tlos Jleucocitos)
y toda wuna serie de toxinas pirogénicas (exotoxina A
y B, enterotoxina y TSST-1). Producen asf mismo enzimas
extracelulares ({coagulasa y estafiloquinasal. También
poseen diferentes antigenos de superficie «como 1los
de capsula (acido glucosaminurdnico), polisacdrido
A, un acido glicerolteicoico, una proteina antigenica-
mente comdn para S. aureus y S. albus y por (Gltimec
la proteina A; esta interacciona de forma no especifica
con la porcidén Fc de 1las dinmunoglobulinas, esta proteina
es 1importante como factor de virulencia e "in Vivo"
puede tener una gran variedad de efectos: activacidn
de? complemento tanto por via alternativa como por
la clasica con la generacidn de agentes quimiotacticos,
inhibicidn de la actividad opsonizante de 1los anticuerpos
por competicidn con los receptores Fc de los fagocitos,
impidiendo su posterior fagocitosis, induccidn de Ta
Tiberacidon de histamina por leucocitos y proliferacidn
de Tlinfocitos B.

Es necesario resaltar la capacidad de 3. aureus
para sobrevivir en el interior de los fagocitos (76),
capacidad muchas veces responsable de 1la patoegenicidad

de este microorganismo.

En las infecciones causadas por S.aureus Jjuega
aqui un papel dimportante la mutacidn como forma de
resistencia a los antibidticos, esto plantea un grave
problema en la clfnica, ya que Jla efectividad de un
huevo farmaco va disminuyendo gradualmente cuando van
apareciendo nuevas cepas de §S. aureus,



La infeccidn estafilocdcica aparece a menudo
como complicacidon de traumas accidentales y postopera-
torios, de quemaduras y otras lesiones importantes
de 1a piel y de emfermedades croénicas como la diabetes
mellitus y la cirrosis hepdtica. Es muy frecuente 1la
infeccidn de la piel, vias respiratorias y tubo digestivo,
la penetracidén profunda en los tejidos provoca la multi-
plicacién de S. aureus ocasionando a menudo necrosis
y abcesos localizados. Asi también pueden ocasionar
ostiomielitis y endocarditis. Solo en infecciones mas
graves los microorganismos penetran a través de las
barreras locales de la lesién e invaden 1los ganglios

linfaticos y el torrente sanguineo.

E1l hombre posee wun alto grado de resistencia
natural frente al estafilococo y ademds tiene en el
suero, formados como resultado de pequefias 1infecciones
estafilococicas de la piel y Tlas mucosas, anticuerpos
especificos; pese a todo,se puede alcanzar una estafilo-
cocia generalizada si las defensas bacterianas se hallan

deprimidas (77).
3.3.- Landida albicans

El tratado de Lodder y Kreger de 1952 establecid
las bases para la taxonomfa de €. albicans. Presenta
un crecimiento dimérfico, en Ta superficie de los medios
s61idos ricos crece como levaduras gemantes ovales
con un didmetro de 3 a 5 u aproximadamente f{en ocasiones,
las levaduras y su progenie se adhieren entre sf para
formar cadenas o pseudohifas ) cuando lo hacen en pro-
" fundidad en el medio pueden formar hifas, con una
estructura tubular ramificada, de unos 2 a 10 au de




didmetro y en Tlos tejidos infectados pueden encontrarse
ambas formas. Citoldégicamente son eucaridticas, posee
varios cromosomas diferentes y una membrana nuclear
perfectamente definida, asi como mitocondrias y un
reticulo endopléasmico. Sus membranas contienen esteroles,
por lo que se asemejan a la de 1lcs organismos superiores
mas que a la de 1las bacterias. La pared celular a
semejanza de la de las bacterias recubre la parte externa
de la membrana citopldsmica, la pared celular posee
una estructura de aspecto embardado. La estructura
fundamental de la pared estd formada por un 2% de lipidos,
un 3 - 6% de proteinas, un 0,6 - 2,7% de quitina, un
20% de manoproteinas (que contienen 1los determinantes
antigénicos que determinan los serotipos A y B de
C. albicans) y un 48 - 60% de polimeros de hexosas
(glucanos) que constituyen el principal componente
de la pared (78). La cantidad de estos dos wultimos
componentes no varia muchoe con la fase de crecimiento
pero la quitina se incrementa 4 veces con la formacidn
de los tubos de germinacién.

C. albicans secreta toda wuna serie de enzimas
como la fosfatasa acida, una fosfolipasa, una B-glucanasa
(estrechamente relacionada con 1la morfogénesis, inter-
cambio entre celula-pared y regulacidén en la estructura
de 1los glucanos), y proteinasas acidas estrechamente
relacionadas con la patogenicidad de C. albicans (78},

Recientemente se han descubierto receptores para
la fraccidn C3b del complemento en 1la superficie de
C. albicans, que son especificos, saturables, reversibles
y cuya funcién seria la de inhibir su fagocitosis por
los leucocitos (79).



C. albicans se encuentra presente con frecuencia
en las mucosas normales de la boca, vagina y tubo
digestivo. No suele ser patdgenc para el hombre sano
pero puede actuar como tal en personas afectadas por
otras enfermedades (p. eJj; linfomas malignos, diabetes
graves, sida etc..) ¥ los individuos que han sido intensa-
mente tratados con medicamentos antibacterianos o trata-
mientos inmunosupresores, cuando se hacen invasoras
por estas circunstancias pueden producir diferentes
tipos de lesiones, agudas o «crdnicas, mds o0 menos
diseminadas.

La candidiasis oral consiste en unas placas blancas
en las mucosas de la boca y faringe, estdn compuestas
por hifas y levaduras, suele darse en vrecien nacidos
infectados durante el parto y en pacientes en estadio
terminal de enfermedades caquectizantes como por ejemplo
la carcinomatosis. Otra es la que afecta a la mucosa
vaginal, candidiasis vulvovaginal. La invasidn de 1los
tejidos bronquiales y pulmonares es en general conse-
cuencia de la obstruccién bronquial crénica, por ejemplo
el carcinoma bronquial.

La candidiasis intertriginosa afecta en aquellas
areas de l1a piel que westdn permanentemente hitmedas
y maceradas. La endocarditis producida por (. albicans
es poco frecuente, pero puede observarse en ciertas
ocasiones en individuos adictos al consumo de drogas.

La principal linea de defensa frente a la candi-
diasis es la inmunidad celular. C. albicans no es Tlisado
directamente por los anticuerpos y el complemento,
asi ambas mas bien favorecen la fagocitosis de estos
hongos por los neutréfilos, monocitos y macro-

fagos (80).




Una forma de evitar 1la muerte dintracelular es
su habilidad de formar tubos de germinacidén en el interior
de las <células fagociticas, tambien 1la formacidn de
hifas dificultan enormemente su fagocitosis y le permite
penetrar en los tejidos mds facilmente que caomo
levaduras (78).
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4.- EFECTO DE 10S ANTIMICROBIANQOS SOBRE LAS CELULAS
FAGOCITICAS:

E1 que una enfermedad infecciosa pueda prosperar
depende en gran medida de la capacidad de las células
fagociticas para 1ingerir y destruir 1los microorganismos
patdgenos, asif como de una quimioterapia adecuada;
esto hace que sea necesarioc conocer 1las finteracciones
que se establecen entre microorganismos, cé&lulas fago-
citicas y antimicrobianos (81).

HUESPED

Resistencia -

MICROORGANISMO I ANTIMICROBIANO

< Sensibilidad

Figura 6. Tridngulo de Davis y cols,

Se sabe que Tos antimicrobianos pueden modificar
Ta accidn de las células fagociticas de varias formas:

a/- Pueden inducir neutropenia. Este efecto es
conocido desde hace tiempo, los casos de mayor gravedad
se han descrito con la administracidén de cloranfenicol



(82). Este antibidtico -puede producir una grave aplasia
medular, suele ir acompafiada generalmente de una detencidn
en el proceso de maduracion de la médula dsea. Otros
casos menores se han descrito con gentamicina (83),
estreptomicina (84}, rinfampicina (85), sulfamidas
(86), y B-lactamicos (87). En derivados penicilinicos
se han descrito en relacidn con penicilina G (87),
carbenicilina (88), cloxacilina (89}, piperacilina
(90), nafcilina (90), oxacilina (91) y meticilina {92).

E1l mecanismo de produccidn de neutropenia por
antibidticos no estd muy claro (93), asi por ejemplo,
parece que en el caso del clioranfenicol, sulfacotrinoxazol
y rinfampicina se produce una toxicidad directa sobre
los precursores mieloides (94). Sin embargo en los
producidos por antibidticos PB-lactdmicos el mecanismo
parece inmunoldgico (95).

b/~ Pueden atravesar la membrana célular y actuar
en el interior de la célula frente a los microorganismos
fagocitados si no se inactivan en su interior. Los
fagocitos pueden proporcionar una proteccidn para algunos
microorganismos frente a determinados antibidticos
que no tienen una buena penetracidén intracelular o
si la tienen, pueden quedar 1nactivados. Asi por ejemplo
se comprobd que en infecciones por Staphylococcus en
pacientes «con enfermedad granulomatosa crdnica no
respondian al tratamiento con penicilina ni estreptomicina
debido a una dificultad de penetracidén por la pared
celular (96). Mandell utilizande penicilina marcada
con carbono 14 vid que la mayor parte del 1isétopo perma-
necia en el exterior de los leucocitos polimorfonu-

cleares y que Staphylococcus previamente fagocitados,



incorporaban mucho menos antibidtico que los que perma-
necian sin fagocitar (97},

Con otros B-lactamicos los resultados obtenidos
son similares, lo que demuestra la baja penetrabilidad
intracelular de este grupo de antibidticos (98).

En los aminoglicésidos, la gentamicina tiene
muy poco poder de penetracidén (99) y la estreptomicina
solo es capaz de inhibir el crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis cuando se usan concentraciones 200 veces

superiores a la concentracién minima inhibitoria (100).

Otros antibidticos pueden penetrar facilmente
y ejercer su accidn bactericida sobre los organismos
fagocitados. Entre estos destacan: tetraciclina {101},
cloranfenicol {(102), etambutol, isonifazida, eritromicina,
clindamicina y rifampicina (98, 102, 103), tambien
Jos nuevos derivados quinoleinicos como ciprofloxacina
y norfloxacina (104, 105),

E1 mecanismo de penetracidén de Tlos antibidticos
no es bien conocido en todos los casos. Puede realizarse
por transporte pasivo del mismo fijado a 1la pared del
microorganismo durante el proceso de fagocitosis, como
sucede con penicilina y cefalosporinas (106). De esta
forma el transporte es sdlo de un 10%,

La acumulacidén de eritromicina y clindamicina
en el interior de las células fagociticas es répida
y se basa en que son sustancias basicas que ~tienden
a pasar al medio intracelular, en virtud del gradiente
establecido entre el pH extracelular y el de comparti-
mientos celulares. En la captacién de <clindamicina



- 40 -

intervienen ademas un sistema de transporte activo
a través de la membrana y se ha comprobado que su incorpo-
racién se inhibe competitivamente por nuclegsidos (107).

Por Gltimo, los antibidéticos con buena solubilidad
en 11p1dbs, como rifampicina y cloranfenicol, pasan
en virtud de sus propiedades fisico-quimicas y no
requieren consumo de energia (97).

c¢/- Efectos sobre las células fagociticas de
Tas bacterias expuestas a Jlos antibidticos. En Tos
ultimos afiocs se ha preStado considerable atencidn a
la posibilidad de obtener efectos sinérgicos entre
los mecanismos de defensa del huésped y los antibidticos
empleados en el tratamiento de infecciones por determina-
dos microorganismos. Esto se basa en el hecho de que
las bacterias expuestas por un breve periodo de tiempo
con concentraciones de antibidtico préximas a la CMI
pueden alterar su morfologfa, adherencia y caracteristicas
de crecimiento sin interferir seriamente en su viabilidad

(108).

Estos cambios en 1la superficie bacteriana atendan
la patogenicidad de 1los microorganismos, al disminuir
factores de virulencia y paralelamente favorecen el
reconocimiento e dngestiéon de 1las bacterias por las
células fagociticas (108).

La previa incubacion de Escherichia coli con
concentraciones subinhibitorias de cefotaxima y cefta-
zidima consiguié promover la quimiotaxis (109, 110).

Similarmente 1a incubacidn de E. coli y Staphylococcus
con concentraciones subinhibitorias de penicilina (111)



y clindamicina (112), estimulan la fagocitosis ¥ actividad
bactericida de los PMN.

En 1979 Pruul y McDonald (113) demostraron que
E. coli previamente tratado con una concentracién sobre-
inhibitoria de cloranfenicol (4xCMI) durante un corto
periodo de tiempo (10 min.) era suficiente para aumentar
su susceptibilidad a los mecanismos microbicidas de
105‘PMN, denominaron a este fendmeno PALE (Postantibiotic
Leukocyte Enhancement ). Este efecto en fase postanti-
biética se consiguid tambien con cortas exposiciones
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona

aeruginosa con penicilina G (114}, aztreonam (115}
y lomefloxacina (116).

Las alteraciones producidas por los antimicrobianos
sobre los microorganismos no estan muy claros, asfi
p.e. se sabe que 1la previa incubacidn de Streptococcus
con c¢lindamicina modifica su superficie con perdida
de la proteina M produciendo un aumento de la fagocitosis
¥ digestidn del microorganismo por las céluias

fagociticas (117).

Fs posible que el aumento de la susceptibilidad
tras la exposicién a los antibidticos como los
betalactamicos sea debido a que debiliten o disminuyan
el grosor de las paredes de las bacteria y permitan
a los agentes bacterioliticos acceder mas facilmente
a 1a célula extrafia. En este sentido algunas cefalospo-
rinas reducen la formacidn de la cdpsula de una cepa
de_Klebsiella pneumoniae Y favorecen su ingestidn (118).

La repercusién clinica de estos hallazgos no
esti totalmente comprobada, aunque e€s posible que estos



cambios en la superficie de las bacterias patdgenas
contribuyan a aumentar la eficacia de Tlos mecanismos
de defensa.

d/- Efecto directo de 1los antimicrobianos sobre
las funciones de los fagocitos. Los antibidticos pueden
actuar directamente sobre 1los fagocitos alterando sus
principales funciones comoc son : quimiotaxis, fagocitosis
y capacidad microbicida (119},

Este hecho tiene una gran trascendencia en el
tratamiento de pacientes inmuncconprometidos, estos
presentan alteraciones tanto en la inmunidad humoral
como en la celular y por tanto estdn mas expuestos
a las infecciones oportunistas {(micdéticas y bacterianas).

Mufioz y Geister (120} demostraron, en 1950, que
las tetraciclinas inhibian 1la capacidad de fagocitar
microorganismos de 1los PMN. Posteriormente, diferentes
autores han comprobado que diversas formas de tetra-
ciclinas tienen un efecto inhibidor sobre la fagocitosis
(121), la movilidad celular (122) 'y la capacidad
microbicida (123), siendo este dosis dependiente. La
validez de estos hallazgos "in vitro"” se refuerza al
comprobar en voluntarios, que la ingestidn de tetraciclina
produce en los leucocitos las mismas alteraciones gque
se han encontrado al incubar las células con antibidticos
(124). EI cloranfenicol inhibe el metabolismoe 1intra-
celular por interferencia con 1la ruta de 1la hexosa-
monofosfato y también puede afectar a la movilidad
de las célutas {125, 126).

Del mismo modo la eritromicina puede afectar
a la capacidad migratoria de las cé&lulas (122) y Tlas



sulfamidas interfieren con la fagocitosis y la actividad
microbicida (127). Dentro de los farmacos bactericidas,
la rifampicina puede interferir con la capacidad migra-
toria de Tas cé&lulas (128), asi como con 1la produccidn
del anién superdxidoe y con la quimioluminiscencia
de PMN (129). Otros estudios con ciprofloxacina, norfloxa-
cina y ofloxacina sobre PMN no han mostrado alteraciones
funcionales. Existen estudios discordantes en relacién
con los efectos de aminoglicbGsidos y betalactamicos,
asiT a modo de ejemplo mientras Ferrari y cols (130)
demostraban que los aminoglicésidos, especialmente
gentamicina, inhibian la actividad candidicida, otros
investigadores obtuvieron una respuesta normal (121).

Esta variabilidad parece depender en gran parte
del método empleado y las diversas caracteristicas
de los estudios. En la actualidad son valorables 1los
estudios comparativos, que inctuyen varios fadrmacos
a diferentes concentraciones y utilizan métodos bien
establecidos. Inicialmente se pensd que 1los betalacta-
micos tenian poca capacidad de afectar directamente
a los leucocitos, sin embargo, tambien se han descrito
alteraciones de la capacidad funcional de PMN con algunos
antibidticos de este grupo. La cefoxitina y cefoperazona
inhiben la movilidad celular y el efecto es dosis depen-
diente (131). La ampicilina y cefotaxima inhiben 1la
fagocitosis (132) y la cefalotina 1la capacidad micro-
bicida (133}, E1 mecanismo responsable de Tla accién
de los antibiéticos betalactdmicos sobre 1los PMN no
es conocido, pero parece estar en vrelacidn con su
capacidad de fijarse a 1la membrana de la célula vy

modificar su superficie.



Muy poco se sabe sobre 1la interaccidn de los
antifdngicos en las funciones de los leucocitos humanos.
La anfotericina B es el unico agente que ha sido bien
estudiado sobre su dinterferencia con las funciones
de los PMN aunque las conclusiones puedan ser dispares,
asi algunos investigadores encontraron un efecto inhibidor
de la quimiotaxis y fagocitosis (134, 135) pero no
de la muerte dintracelular de Candida albicans a un
1 mg/ml (136). Otros encontraron una reduccidn signi-
ficativa de la fagocitosis y muerte solo a concentraciones
cercanas a 10 wug/ml, 1la anfotericina B también puede
inhibir la quimiluminiscencia de los PMN (137). 5-fluoro-
citosina se ha descrito como un inhibidor de la quimi-
luminiscencia pero sin ningun efecto en la quimiotaxis
(134). Dentro de los derivados imidazélices, se ha
descrito al ketoconazol como supresor de la quimiotaxis
de células fagocfticas humanas (138) o sin efecto (139).
Abruzzo y cols. {137, 140) encontraron que la quimilu-
miniscencia era reducida por ketoconazol, fluconazol
e itraconazol. En un trabajo més vreciente, Roilides
y cols (141), encontraron un efecto dinhibidor de Ta
quimiotaxis, fagocitosis 'y metabolismo oxidativo de
los PMN por anfotericina B a una concentracion de
5 ug/ml mientras que ketoconazol potenciaba la quimio-
taxis y la muerte intracelular a 5 ug/ml. La 5-fluoro-
citosina, fluconazol y cilofungina no afectaron a ninguna
de las funciones de Tos PMN a concentraciones

terapeuticas.

Todos estos estudios permiten conocer mejor Tlas
relaciones que se establecen entre las células y Tos
antimicrobianos, teniendo en cuenta sus posibles efectos,
en especial al tratar pacientes con alteraciones de
los mecanismos de defensa.



5.- CARACTERISTICAS DE LOS ANTIMICROBIANOS
SELECCIONADOS.

5.1.~ Cefotaxima.

La cefotaxima es un antimicrobianoc perteneciente
al grupo de las cefalosporinas de 1la 3* generacidn,
son B-lactamicos, con un anillo betalactamico unido
a otro de dihidrotiacina. Posee una cadena lateral
de aminotiazol y otra de oxime (Fig. 7).

Mecanismo de accién. Actuan interfiriendo en
la sintesis de la pared celular bacteriana y su lugar
de accion son las proteinas fijadoras de penicilinas
(PBP), estas proteinas estan constituidas por las
transpeptidasas y las carboxipeptidasas que estan
implicadas en 1la sfntesis del peptideglicano de la
pared (70).

Espectro antimicrobiano. Se ha demostrado su
actividad mediante pruebas "in Vitro" frente a los
germenes: Staphylococcus, Streptococcus, (el
Streptococcus faecalis es poco sensible) Streptococcus
_pneumoniae, E. coli, Citrobacter, Klebsiella,Enterobacter

aerogenes, Serratia, Proteus, (indol positivos e 1indol

negativos), Haemophilus influenzae, Neisserias,
Clostridium, Salmonella, Shigella ¥ Yersinia. Son
resistentes: Enterococo, Listeria _maonocytogenes,

Clostridium difficile, Legione1ta, Acinetobacter,

Bacteroides fragilis y la mayoria de las especies
del género Pseudomonas. Sus combinaciones con amino-
glicdsidos suelen ser sinérgicos y raramente antagénicas.

Resistencias. La resistencia a cefalosporinas
puede ser o por B-lactamasas 0 por perdida de permeabi-



lidad por porinas, dificultando asi el paso del anti-
biético a través de la pared bacteriana hasta 1los PBP,
de todas formas en tratamientos con cefotaxima suelen
ser raros los desarrollos de resistencias.

Farmacocinética. No es absorbible por via oral,
difunde bien en los tejidos pero penetra poco en el
lTiquido cefalorraquideo cuande las meninges no estéan
inflamadas. La unién a proteinas puede alcanzar niveles
del 40%, posee una vida media de 1 a 2,5 horas alcanzan-
dose una concentracidn sérica maxima de 102 ug/ml por
via intravenosa y de 20,5 ug/m?! por via dintramuscular.
La excreccidn renal se realiza por filtracidn glomerular
Y secreccidn tubular,

La cefotaxima se metaboliza en el higado,
encohtrandose desacetilcefotaxima con una actividad
antibacteriana similar a 1a cefotaxima (142, 143, 144

y 145},
Indicaciones terapéuticas.

- Como terapia inicial en infecciones graves
con compromiso vital (septicemias, heumonias,
infecciones de heridas y tejidos).

- En infecciones urinarias complicadas producidas
por bacterias multiresistentes.

- Tratamiento de infecciones severas Jlocalizadas
(colagenitis, neumonias, pielonefritis) o genera-

Tizadas, producidas por bacterias resistentes
a cefazolina y penicilinas semisinteticas.

- Infecciones severas en pacientes alérgicos

a penicilinas.



- Meningitis por Haemophilus, Klebsiella y E.coli.

- Gonococia, incluidos Tos ocasionados por cepas
productoras de B-lactamasa.

Reacciones adversas. Alergia a cefalosporinas.

5.2.- NetiTmicina.

Es un aminoglicdésido derivado de la sisomicina
{un derivado N-etilsisomicina), se presenta como sulfato,
sustancia estable e hidrosoluble {(Fig. 7). Aminoazlcares
unidos a hexosas.

Mecanismo de accidén. Actua al +igual que los demas
aminoglicdosidos dinhibiendo la sintesis proteica por
interferencia con 1la actividad de 1los ribosomas. Su
uniéon a uno o mas Tlugares ribosdmicos puede ademas
de inhibir, provocar la sfintesis de proteinas extrafias
al producirse errores en Jla lectura del RNA mensajero.
En altas concentraciones la netilmicina puede ocasionar
alteraciones de la pared. Es bactericida muy activo
en medios alcalinos y con menor actividad en condiciones
anaerobias (146).

Espectro antimicrobiano.

- En bacterias gram-negativas. La netilmicina
es activa frente a un amplio espectro de enterobacterias:
E. coli, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Proteus sp,
Salmonella sp, Shigella sp, Serratia sp, Citrobacter
sp y Yersinia sp. Tambien es activa frente el meningococo,
gonococo y Haemophilus influenzae. La netilmicina
‘es menos activa contra Acinetobacter sp, Bacteroides




fragilis y otras bacterias anaerobias gram-negativas.

- En bacterias gram-positivas. Son sensibles
la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, con otros cocos gram-positivos como

Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae ¥

S. faecalis se crean resistencias.

Resistencias. Tiene una resistencia cruzada
incompleta c¢on gentamicina y parcial can amicacina
(Tas cepas amicacin-resistentes son siempre resistentes
a netilmicina pero nunca al contrario).

Los mecanismos de resistencia que pueden darse
san dos:

- Por enzimas inactivantes o modificantes. En
general todos los aminoglicosidos pueden ser
modificados en su estructura por enzimas bacterianas
como  son acetiltransferasas, adeniltransferasas,
fosfotransferasas ¥ nucleotidiltransferasas.
Estas modificaciones 1los hacen ineficaces para
inhibir Ta sintesis proteica bacteriana.

- Por impermeabilidad. Se produce por una dismi-
nucién en la capacidad de penetracidn del anti-
bidtico al interior de Ta bacteria, suele ser
por mutacidn y consiste en wun bloqueo por la
proteina H1 de los puntos de unién a los amino-
glicésidos existentes en la membrana externa.
Esta proteina bloquea 1los puntos de unidn de
los cationes divalentes {calcio y magnesio},
lugar de unién de 1los antibidticos catidnicos
como polimixinas y aminoglicdsidos.
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Farmacocinética. La absorcidn oral de la netilmicina
en nula, posee una vida media de 2,5 horas alcanzando
unas concentraciones séricas maximas de 6 a 8 mg/]
después de una inyeccién intravenosa de 2 mg/Kg de
netilmicina, mientras que por inyeccidn intramuscular
a igual dosis se alcanzan niveles de 7,1 mg/1.

La combinacién de la netilmicina con Tlas proteinas
plasmaticas es muy baja, del orden que va desde O hasta
un 25%. Penetra poco en el 1fquidec cefalowaquideo,
pulmén y circulacidon fetal, Al dgual que los demés
aminoglicosidos, la netilmicina se excreta por el rifion
por filtracién glomerular, siendo parcialmente reabsorbida
por los tubulos. Se sabe que un 40% del aminoglicosido
administrado en tratamiento a pacientes se deposita
en los rifiones, preferentemente en Jla corteza renal.

Indicaciones terapéuticas.

- Uti1 en infecciones producidas por Enterobacterias

0 Pseudomonas.

- En pacientes con infecciones wurinarias, tracto
biliar y gastrointestinal, peritonitis, infecciones
pleuropuimonares, cutaneas, tejidos blandos,
osteoarticulares, septicemia e infecciones en
pacientes granulopénicos con cancer, causados
por germenes sensibles al antibidtico.

Reacciones adversas. Los dos efectos secundarios
principales de 1a netilmicina son Ta ototoxicidad ¥
la nefrotoxicidad. Se han descrito también un aumento
de Tas transaminasas y de las fosfatasas alcalinas,
hiperbilirrubinemia, trombocitasis, prolongacién del



tiempo de protombina, exantema y fiebre medicamentosa
(147).

5.3.- Fluconazol.

Es un antifingico bis-triazdlico. Difiere
estructuralmente de los primeros antifiingicos azdlicos
en que el anillo imidazdélico caracteristico ha sido
sustituido por un anillo triazdlico, lo que ha supuesto
la eliminacién de un punto de degradacion metabdlica
y le confiere una mayor especificidad frente a la enzima
fingica desmetilasa. Por otra parte, 1la introduccidn
de un segundo grupo triazélico ha elevado su potencia
y resistencia a la degradacidn metabélica. Estos cambios,
unidos a las propiedades derivadas del radical sustituido
del grupo fenil, han incrementado la polaridad del
compuesto, dando como resultado una baja unidn a proteinas
plasmaticas (Fig.7 ).

Mecanismo de accion. E1 mecanismo principail parece
ser la lesién de la membrana celular, aumento de- 1la
permeabilidad de 1la membrana y pérdida de elementos
vitales, 1lo gque provoca trastornos del metabolismo
y muerte celular de los hongos. La clave de esta accibn
deleterea es la inhibicién de la biosintesis del
ergosterol como consecuencia del bloqueo de la desme-
tilacién del C-14 en el proceso de conversidon de
lanosterol en ergosterol, pase mediado por la enzima
C-14 demetilasa, que es dependiente del citocromo

P-450.(148).

Espectro antimicrobiano. Fluconazol ha demostrado
ser un potente y eficaz antifidngico "in Vivo" frente



a un amplio espectro de hongos y levaduras, incluyendo
Candida, Cryptococcus., Aspergillus y dermatofitos.

En pruebas <con modelos animales de infecciones
superficiales, como dermatofitosis y candidiasis vaginal,
se ha comportado con una potencia de accidn hasta 10
veces superior a la de ketoconazol. En la candidiasis
sistémica el fluconazol ha resultade ser hasta 100
veces mas activo que el ketoconazol y tener una potencia
equivalente a la de anfotericina B y de 10 a 20 veces
mayor que la de ketoconazol.

La actividad "in Vitro" de fluconazol frente
a ciertos patdgenos seleccionados no se corresponde
con su actividad "in Vivo" en otros modelos de infecciones
animales, asi en un estudio de susceptibilidad <con
fluconazol comparado con ketoconazol, este dltimo se
mestré 16 veces mas efectivo frente a distintas especies
de Candida albicans "in Vitro" mientras que fluconazol
fuéd 24 veces mis efectivo "in Vivo" (149).

Resistencias. No se han detectado resistencias
primarias aunque algunos estudios parecen indicar 1la
existencia de resistencias cruzadas con otres antifingicos

triazdlicos,

Farmacocindtica. E1 fluconazol es soluble
en agua, su unidn a proteinas es muy baja proporcionando
una alta biodisponibilidad, penetra bien en el fluido
cerebro-espinal y se excreta en la orina en grandes
concentraciones. Fluconazol es metabolicamente estable,
y se puede recuperar mas del 90% de la dosis en orina

y heces.



La absorcién después de una administracidén oral
en voluntarios humanos es buena; se obtienen concentra-
ciones relativas en plasma altas, p.e. después de sumi-
nistrar 1 mg/Kg se obtiene 1,4 ug/ml. Los datos obtenidos
por el estudio de la distribucidn del fdrmaco en el
organismo indican que puede ser efectivo frente a
infecciones ocasionad.s en un variado numero de
organos como el tracto gastrointestinal, el tracto
urinario y el sistema nervioso central (150).

La mayor diferencia entre el fluconazel y 1los
demas azoles estd en su nivel de penetracidén en el
fluido cerebro-espinal, se han alcanzado concentraciones
del 60 al 80% de los niveles en suero.

Estudios con dosis multiples de fluconazol
{50 mg/dia) han producido una pequefia acumulacidén de
fédrmaco en el tiempo con unos picos de niveles en plasma
de 1,05 2,21 2,37 y 2,62 ug/ml en los dias 1,.7, 14,
y 28 respectivamente (Pfizer Central Research Investi-
gator”s Reference Manual, 1986). E1 tiempo de vida
media en plasma de una sola dosis fué de 22h.

Indicaciones terapéuticas. Fluconazol estd indicado
en el tratamiento de las siguientes micosis: candidiasis,
tanto localizadas (candidiasis orofaringeas, esofégicas,
candidiasis oral atréfica crdnica, candidiasis vaginal)
como las formas sistémicas o invasivas (candidemia,
endocarditis por Candida, endoftalmitis por (Candida,
peritonitis por Candida...); en las criptococosis,
tanto en su forma meningea como en su forma pulmonar
y otras diferentes Tlocalizaciones. Igualmente, esta
indicado en la profilaxis de infecciones fingicas en
aquellos pacientes especialmente predispuestos a padecer



estas infecciones (SIDA, pacientes oncoldgicos, pacientes

trasplantados, etc.).

Reacciones adversas. No se conocen, fluconazol
suele ser bien tolerado en dosis por encima de
400 mg/dia, pueden darse algunos casos atslados de
esfoliacién de la piel y toxicidad hepdtica.
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2.- OBJETIVOS



OBJETIVOS

Son muchos los estudios en 1los que se pone de
manifiesto que los antimicrobianos no solo actuan sobre
lTos microorganismos para los que son especificos, sino
que ademds pueden interferir en la funcidén microbicida
de las células fagociticas, actuando directamente sobre
Tas funciones basicas del fagocito o bien induciendo
cambios morfoldgicos y funcionales nc letales en el
microorganismo invasor, facilitando asi su reconocimiento
y fagocitosis por los leucocitos. Este UOltimo aspecto
es determinante en aquellos antimicrobianos que tienen
una mala penetracién intracelular y su accidn sobre
el microorganismo termina cuando este QGltimo es fagocitado
por el Tleucocito; muchos de estos pueden sobrevivir
en su interior,

En nuestro trabajo hemos estudiado estos dos

aspectos:

- En el estudio de la accién directa de Tos AM
sobre los fagocitos se utilizé cefotaxima y netilmicina,
dos antibidticos ampliamente utilizados en clinica
con una discreta capacidad de penetracidén intracelular,
como fagocito se escogié al macrdfago por dos razones;
la primera por su importante papel en 1la respuesta
inmune especifica (presentador de antigenos) y la segunda
porque existen muchos trabajos con PMN y pocos con

macréfagos.

Se valoraron las modificaciones producidas en
las siguientes funciones celulares:

- Adherencia a placas MIF.



Capacidad de moviiidad.

Movilidad espontéanea.
Quimiotaxis.

Capacidad adherente.
Capacidad de fagocitosis.

- En el estudio del efecto indirecto de los AM
en la capacidad microbicida del Tleucocito se ensayd
ademds de 1los dos antibidticos antes mencionados un
nuevo antifGngico azélico; el fluconazol. Se incluyd
debido a la importancia que han adquirido en Tlos Ultimos
tiempos las infecciones micoticas oportunistas especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos, Como Tleucocitos
se escogieron los PMN {(fagocitos profesionales} y como
microorganismos un bacilo, un coco y un hongo; Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Se valoraron:

- CMI , Clgy ¥ 0125.
- Curvas de letalidad.
- Cinéticas de crecimiento de los microorganismos

previamente tratados con antimicrobiano.

- Susceptibilidad de los microorganismos previamente
tratados con antimicrobiano a la accidn microbicida
de los leucocitos polimorfonucleares.
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3.- MATERIALES Y METODOS




3.1.- MATERIAL.

Animales

Para la obtencién de macréfagos hemos empleado
ratones de la raza Balb/c tanto hembras como machos
con 12 semanas y con un pesc comprendido entre 19 ¥
21 g, suministrados por la casa Panlab S.A, de Barcelona.

Agua

Se utilizé agua, desionizada ¥ esterilizada en
autoclave.

Solucidén salina tamponada con fosfato

La solucidn fisioldgica utilizada tiene la siguiente
composicion por litro:
- C]Na R R R R ) 7,20 .g-

- POH,K oooen.. 0,44 g,
HNay. .« oo s .. 1,54 g.

4

Solucidn salina

Se prepard disoiviendo 9 g. de CINa en un litro
de agua destilada, esterilizando la disolucidén en auto-
clave y conservandola en nevera a 4,

Medio de cultivo para células

Se ha utilizado como medio de cultivo para PMN
y macréfagos solucidén fisiologica de Hank’s (HBSS),
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preparado con la siguiente composicidn por litro:

- HBSS sin Ca’t, Mg'T ni NaHCO,.

~ CTNa.. i ir e iiie s . 8¢

- KCT ..... e 0,4 g.
- NazHPO4. 2H20 ..... ... 0,048 g
- KH2PO4 ........... vo0. 0,06 g.
- GIUCOS8.ie s evarons . 1,0 g

- CaC]z. ........... veeas 0,14 g,
- NaHCOs. ber e e ... 0,35 g.
- Mg804.2H20 ........ ee..0,16 g
- MgC]z.GHED ......... .« 0,1 g

Preparacién de HBSS al 0,1% de gelatina

Un gramo de gelatina purificada (Sigma) se disuelve
en 100 ml de agua destilada estéril y se calienta al
bafio maria para licuarla. Se guarda en nevera; a conti-
nuacidn a 90 ml1 de HBSS se le afiade 10 ml de 1a gelatina
para obtener HBSS con gelatina al 0,1%.

Solucidn isotdnica de cloruro aménico

Se pesan:
- C1NH4 ...... ceraraeass 4,16 g.
- NaHCOS.. ...... civenn, 0,42 g,

Todo se afade en agua destifada estéril hasta
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Azul de tripano al 4%

Se pesan 4 gramos de colorante en polvo ¥y se
disuelven en 100 ml de agua destilada estéril.

Caldo de Miieller-Hinton

Se disuelven 21 gramos de caldo Miteller-Hinton
(Oxoid) en un 1litro de agua estéril, se mezcla bien
y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Caldo de Triptona-Soja

Se disuelven 30 gramos de caldo Triptona-Soja
(Oxoid) en un litro de agua estéril, se mezcla bien
y se esteriliza en autoclave a 1212C durante 15 minutos.

Agar de Mileller-Hinton

Se suspenden 35 gramos de Mueller-Hinton {Oxoid)
en un Titro de agua destilada estéril y se hierve hasta
disolver el medio por completo. Se esteriliza en autoclave
a 1212C durante 15 minutos.

Agar de Triptona-Soja

Se suspenden 40 gramos de Triptona-Soja (Oxoid)
en un litro de agua destilada estéril y se hierve hasta
disolver el medio por completo. Se esteriliza en autoclave
a 1212C durante 15 minutos.

Agar de Sabouraud

Se suspenden 65 gramos de Sabouraud (0Oxoid) en
un litro de agua destilada estéril y se hierve hasta
disolver el medio por completo. Se esteriliza en autoclave
a 1212C durante 15 minutos.
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Caldo de YNB (Yeast nitrogen base mediun) al 1% de

glucosa en tampdén fosfato.

Se prepara la siguiente composicidn:

- Medio YNB (Difcol}...... teen.a3,356 g.
- GlTUCOS8. v vrouas P P

- Cloranfenicol...... Wi eaae c...0,2 g.
- Sulfato de gentamicina..... ...0,02 g.

A continuacién se disuelve todo en 500 m] de
tampén fosfato 0,07 M.

Aparatos.

- Nevera {(Zanussi).

- Autoclave (Selecta Autester).

- Estufa (Selecta).

- Espectrofotéometro (Hitachi U-1100}.

- Medidor de pH electrico (Giralt).

- Balanza de precisién (Precisa 80A - 200 M).

- Micropipetas fijas y regulables (Gilson).

- Microscopio 6ptico (Nikon SE).

- Agitador de tubos (Heidolph Reax 200) .

- Centrifuga de precisidn (Selecta Meditronic).
- Bafio de agitacidn (Selecta Unitronic 3200 R).

Material de laboratorio.

- Camaras de Boyden.

- Homocitometro de Neubauer.

- Placas MIF  {Sterilin) para adherencia ¥
fagocitosis.

- Filtros de esteres de celulosa (Millipore).

- Tubos de 5 ml con EDTA desechables (Labclinics).

- Tubos cénicos de 1,5 ml en polipropileno con
tapén incorporado (Labclinics).
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Tubos con fondo .conice de 20 m1 {Labclinics}).
Jeringas estériles de un solo uso (Soria Greiner).
Puntas para micropipeta (Soria Greiner).

Material fungible: Matraces, pipetas, probetas
y tubos (Simax y Schott Mainz).

Reactivos.

- Alcohol etilico (Panreac).

- Alcohol metflico (Panreac).

- Alcohol propilico (Panreac).
- Xileno (Panreac).

- Caseina purificada (Sigma).

- Glucosa (Kodak}.

- Cloruro amdnico (Sigma).

- Cloruro magnesico (Panreac).
- Cloruro sbdico (Panreac).

- Cloruro potdsico {Panreac).

- Cloruro calcico (Panreac).

- Fosfato magnésico (Panreac).
- Fosfato disddico (Sigma).

- Bicarbonato s&dico (Panreac).
- Fosfato monopotdsico (Panreac).
- Diff-Quick {Dade}.

- Gelatina (Sigma).

- Azul de metileno (Panreac).

- Azul de tripano (Merk).

Esterilizacion

E1 material y los medios utilizados se esterilizaron
en autoclave a 120°C y 1,5 atmosferas de presidn durante

15-20 minutos,



Obtencidn del suero.

E1 suero que se utilizd en los estudios de 1la
fagocitosis se obtuvo de sangre venosa de un grupo
de individuos sanos que se recogidé en tubos de vidrio
estériles. Se dejéo coagular a temperatura ambiente
y tras vretirar el coédgulo se centrifugd durante 20
minutos a 800 g.

Posteriormente se realizaron pooles de 1los sueros
de cada 10 donantes y se envasaron en alicuotas de
500 ul, congelandose a - 30°C. La cantidad que se fiba
a utilizar se descongelaba y se deshechaba el volumen
sobrante.

Microorganismos.

Para todo el estudio se utilizé Escherichia coli
ATCC 25922 como gram~- negativo, Staphylococcus _aureus
ATCC 25923 como gram- positivo 'y Candida _albicans
ATCC 10231 como hongo. Todos los microorganismos se
cultivaron y se renovaron cada 72 horas en medio de
Mietler-Hinton o Triptona-Soja en el caso de bacterias
y medio Saboureaud para candidas.

Antimicrobianos.

Se utilizaron una cefalosporina de 3% generacidn,
cefotaxima (potencia de 928 mg/g, suministrado por
Hoechst Iberica s.a.}, un aminoglicdésido, metilmicina
(potencia de 586 mg/g, suministrado por Schering-Essex
s.a.) y un derivado azdlico, fluconazol (potencia 998
mg/g, suministrado por Pfizer, s.a.). Se prepararon
muy concentrados en solucién salina y se congelaron

para su uso posterior.



Los reactivos empleados asf como los aparatos
utilizados en cada una de las tecnicas realizadas seran
especificadas durante la descripcidn de las mismas.



3.2.- METODOLOGIA.

3.2.1.- EFECTG DIRECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS
SOBRE LAS FUNCIONES IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS
MICROBICIDAS DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS.

3.2.1.1.- Concentraciones de los antibioticos
estudiados.

Para nuestro trabajo se wutilizaron alicuotas
(previamente preparadas) de cefotaxima ¥ netilmicina
concentradas en solucién salina y se diluyeron en solucidn
de Hanks (HBSS) hasta alcanzar las concentraciones
requeridas (mayores, iguales o menores a la concentracidn
terapéutica alcanzada en plasma).

Para cefotaxima las concentraciones fueron 1,2
12 60 y 120 mg/1 y para netilmicina 0,5 2 8 y 32 mg/1.

3.2.1.2.- Obtencién y recuento de los macrdfagos.

Ratones de la raza Balb/c fueron anestesiados
con eter {Analema) y seguidamente sacrificados por
dislocacidn cervical. Una vez descubierto el peritoneo
{sin abrirlo) se inyectaron 3 ml de HBSS a 4°C y a
un pH entre 7,3 y 7,4 con agujas ¥ jeringas esteriles
(Fig. 8).

E] abdomen se masajed con suavidad durante un
minuto y se extrajo Tla suspensién de macrdofagos que
después se colocs en tubos de plastico a 4eC de
temperatura (151). E1 recuento celular se realizé en
una camara de Neubauer o hemocitdmetro considerando:



' Figura8. Obtencidn de macr&fagos peritoneales murinos de ratones Balb/c.



a) E1 namero de células morfologicamente compatibles
con macrdfagos, contadas en los 4 cuadrantes de la
parte superior e inferior de la camara. Para comprobar
la fiabilidad a 1la hora de distinguir los distintos
tipos cé&lulares que se encuentran en el liquido
peritoneal, se empledé el andlisis citoquimico de Tlas
esterasas no especificas cong¢l-natil-butirato, de acuerdo
con el método de Koski (152). Segiun 1los resultados,
al menos el 95% de las células obtenidas eran macréfagos,
y el resto eran hematies y linfocitos.

b) La correccién del volumen se hizo considerando
que cada cuadrante de la cémara tenia unas dimensiones
de 1,0 x 1,0 x 0,1 mm y por tantc un volumen de O,I.mma,
al contar las células de los 4 cuadrantes, el volumen
total es de 0,4 mm3. Para conocer el nimeroc de macrdéfagos
por cada mm3 tuvimos que multiplicar 0,4 por 2,5 ¥
asi obtuvimos un volumen de |1 mm3. Por tanto el factor

de correccidn era de 2,5.

La viabilidad celular se estudié paralelamente
con el colorante vital Azul de Tripano. Las <células
empleadas en los estudios tenian siempre una viabilidad

superior al 8b%.
3.2.1.3.- Adherencia.

E1 estudio del efecto de los antimicrobianos
sobre 1la adherencia de los macrdfagos peritoneales
murinos {MPM) se realizd de la siguiente forma:

Se colocaron 100 ul de suspensidn celular (1x106

macréfagos /ml) en las placas MIF (Sterilin}. Se afiaden
entonces 100 ul del antibidtico concentrado al doble
de las dosis a estudiar, remplazandose por HBSS en

los pocillos controles.
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Después de 30 minutos de incubacién a 37°C con
humedad, se agitan los sobrenadantes vigorosamente,
procediendose al recuento de los MPM no adheridos.

F1 {indice de adherencia (I.A.) se calculd segln

la ecuacidn:

en donde Mi = namero de macrdfagos iniciales vy Mf el
nimero de macrdfagos en el sobrenadante.

3.2.1.4.- Estudio de 1a movilidad del macrofago.
- Preparacidén de Ta tecnica.

Se empled una modificacidn del método originalmente
descrito por Boyden (14).

La camara de polietileno (Mark-it-Engineering)
(Fig. 9) consiste en dos compartimentos (a y c¢) separados
por un filtro (b} cuyos poros tienen un tamafio tal
que impiden la caida de las células por mera gravedad
y solo pueden ser atravesados por Tlos macrdfagos por
migracién activa. Se emplearon del tipo Millipore M.F;
de 3 um para la quimiotaxis (SS. WPO. 1300) y de 8
um para los estudios de movilidad espontanea (SC. WPO.

1300).

Despues de montada la camara, se sellé con plasti-
lina dejando libre el orificio del compartimento inferior
(e) para poder proceder al 1llenado del mismo con una



(d}
(a)

(b) 1

(e}

Figura 9. Camara de Boyden para Tos estudios de movilidad:
(a) compartimento superior; (b) filtro de nitrocelulosa;
{c) compartimento inferior; (d) suspensién de macrdfagos;
(e) orificio de entrada para el quimioatrayente,



solucidn que serd distinta segin el estudio que reali-
cemos.

- Quimiotaxis.

En nuestro estudio se utilizd como quimicatrayente,
caseina purificada (sigma) preparada segin el método
de Wilkinson (153), tras inyectarla en el compartimento
inferior de la camara se procedid al sellado del ortificio.

El la parte superior (Fig 9, d) se depositaron
300 ul de la suspensidén de células (2x106 MPM/m1) que
previamente fueron incubados con el antibidtico o bien
con HBSS durante 30 minutos a 372C en bafio de agitacidn.

Una vez llenas las camaras se incubaron durante
3 horas a 37°C con un 100% de humedad relativa ¥y una
atmosfera de co, del 5%. Posteriormente se procedid

a su tincidén y Tectura.

- Movilidad espontanea.

Se siguid el mismo método empleado en el estudio
de la quimiotaxis, con la variante de que se sustituyd

el quimioatrayente por HBSS.

- Lectura y recuento.

Tras finalizar el periddo de incubacidn, se procedio
a desmontar las camaras, extraer los filtros, fijarlos
y tefiirlos siguiendo el siguiente proceso:



1- Metanol al 50%... 5 min.
2- Alcohol etilico al 75%.. 2 min.
3- Agua destilada... 2 min.
4- Hematoxilina... 2 min.
5- Agua destilada... 2 min.
6- Agua del grifo... 5 min.
7- Alcohol etiiico al 95%... 5 min.
8- Alcohol propilico al 98%.. 5 min.
9- Alcohol propflico/xilol (1:1).. 5 min.
10-Xilol puro... 5 min.

La lectura se realizdé en microscopio con un objetivo
de 100 aumentos y se contd el ndmero de macrafagos
que atravesaron el filtro hasta 1legar a su cara inferior,

en 20 campos al azar.

3.2.1.5.- Adhesidén y fagocitosis.

Se utilizaron placas MIF (Sterilin) en Tlas que
se depositaron 100 ul de 1la suspensién celular (a una
concentracidn de 1x10° MPM/ml1.); posteriormente se
incubd durante 30 minutos y se Tlavd con tampdén fosfate
a 37¢C, de esta manera se eliminaron los macréfagos

no adheridos (Fig. 10).

Paralelamente candidas cultivadas en medio
de Saboureaud se tomaron c¢con un asa de siembra y se
resuspendieron en HBSS esteril, homogeneizandose la
suspensidn. Se ajustaron entonces a una concentracidn
de 14X106 Cindidas/ml1 y despues de comprobar su viabilidad
con azul de metileno {(viabilidad superior al 95%) se
incubaron en dos tipos de soluciones distintos:
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- En una solucidén A: Con 40 ul de HBSS por cada
100 ul de la suspensién de candidas (Sin suero).

- En una solucién B: Con 40 ul de suero por cada
100 ul de 1a suspensidn de chndidas. (Con suero).

durante 30 minutos, a 372C en bafio de agitacidn a 60.rpm.

A cada pocillo de las placas MIF con los macrofagos
ya adheridos se les afadié 100 ] de HBSS, . 100 wml
de la solucién A o B segln se trabaje con candidas
previamente opsonizadas 0 no y 100 ul del antimicrobiano
correspondiente (al triple de 1la concentracidn deseada).
En los pocillos control se sustituyéd el antimicrobiano

por HBSS.

Despueds de 30 minutos de incubacidén en estufa
a 37°C con humedad, se procedié a lavar las placas
con tampén fosfato a 372C (Fig. 10),seguidamente se
fijaron con metanol durante 5 minutos y se tiferon
con eosina y hematoxilina.

Tras dejar transcurrir un pericdo de secado de
24 horas a temperatura ambiente, s€ procedié al recuento
de 100 macr6fagos anotandose:

- E1 namero de candidas adheridas en un total
de 100 macréfagos (capacidad adherente).

- E1 nimero de candidas fagocitadas en un total
de 100 macrofagos (capacidad fagocitical.



3.2.2.- EFECTO INDIRECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS
ACTUANDO SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE E. coli,
S. aureus y C. albicans FRENTE A LOS MECANISMOS
MICROBICIDAS DE LOS PMN.

3.2.2.1.- Microorganismos y antimicrobianos.

Para el estudio se wutilizaron un gram-negativo;
Escherichia coli ATCC 2b922, un gram-positivo;
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y un hongo; Candida
albicans ATCC 10231. Los antimicrobianos fueron un
betalactamico; cefotaxima, un aminoglicésido; netilmicina
y un derivado triazdlico; fluconazol.Se determind su con-
centracign minima inhibitoria (CMI) para cada bacteria
por el método de macrodilucion en tubo (154), para
el fluconazol se calculd ademds de 1la CMI, la 0150

y la 6125.

Los antimicrobianos se prepararon muy concentrados
en solucién salina, se repartieron en alicuotas de
500 u1 y se congelaron en nevera hasta su uso.

3.2.2.2.- Ajuste de los microorganismos por densidad

optica.

Para determinar el nﬂmero!de ufc/m1 en todo el
estudio nos servimos de un espectrofotdmetro, con
este fin se prepararon unas rectas patrén resultado
de la representacidén de la densidad ptica (a 580 nm
para bacterias y 540 nm para candidas) frente al nlmero
de ufc/ml. Se partié de un tamafio de indculo
de 105 ufe/ml en caldo de Mueller-Hinton para bacterias
e YNB-Glucosa para hongos, s¢€ tomaron muestras cada
30 minutos en los que tras medir su D.0. se plaquearon



en agar de Mieller-Hinton o Sabouraud y se incubaron
en estufa a 37¢C. Al dia siguiente se precedid a su
recuento en placa para determinar el nGmero de colonias
viables (Fig. 11).

Los valores de absorbancia mids utilizados fueron
de 0,3 para E. coli y de 0,25 para 3. aureus obteniendose
una suspensidn de 108 ufc/ml. En C. albicans el dato
mis utilizado fué de 0,11 para obtener un tamafio de

inédculo de 5x106 - 107 ufe/ml.

3.2.2.3.- Obtencidn y recuento de l1os PMN.

Para 1a obtencion de los PMN se recogieron muestras
de sangre {por extraccidn venosa) procedentes de varios
donantes sanos en tubos con EDTA (Ethylenediamine tetra-
acetic acid), se mezclé bien y seguidamente se afiadieron
4ml a 16 ml de una solucién de cloruro aménico y bicarbo-
nato so6dico contenidos en un tubo con fondo cénico
(155), se agité durante 15 minutos en bafio de agua
fria a 4°C para lisar los eritrocitos y se centrifugd
a 55 g durante 10 minutos (Fig. 12), a continuacidn
sa eliminé el sobrenadante y se resuspendiéd en 10 ml
de la misma mezcla anterior repitiendose el proceso
una segunda vez. E1 pellet final se resuspendid en
5 ml de solucisén de Hanks (HBSS} sin calcio ni magnesio
para evitar posibles activaciones de los PMN no deseadas.

Las células se mantuvieron en bafio de agitacidn
a 4°C hasta poco antes de su uso en la incubacibén con
bacterias o candidas, momentc en el que se volvid a
centrifugar y resuspender en HBSS completo {Calcio,
Magnesio y un 0,1% de gelatina) ajustandose a una concen-
tracién celular de 107 cel./m1 en camara de Neubauer
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(la pureza en PMN fué siempre superior al 85%). Paralela-
mente se evalué su viabilidad celular con el colorante
azul de tripano (156) que en este caso fué siempre
superior al 95%.

3.2.2.4.- Estudio del efecto con bacterias.

- Determinacidon de las curvas de letalidad.

Se hicieron para estimar el mayor tiempo de 1incuba-
cién con antibidtico (4xCMI) que no reducia significa-
tivamente la viabilidad bacteriana. Se prepararon suspen-
siones bacterianas de E. coli y S. aureus en fase expo-
nencial de crecimiento ajustadas a 108 ufc/ml por densidad
optica y se incubaron con 4XCMI de cefotaxima o netil-
micina en caldo de Mileller-Hinton y S. aureus con 4%XCMI de
netilmicina en caldo de Triptona-Soja a 37%C y en hafio
de agitaciéon. Cada 10-16 minutos se realizaron siembras
de 20 ul sobre medio agar, se incubaron a 37°C en estufa
durante toda la noche y se procedid a su recuento éen
placa al dia siguiente, los resultados se representeron
como el Logy, ufc/m1  frente al tiempo de incubaciédn

en minutos.

- Valoracidén del crecimiento bacteriano en presencia
o ausencia de PMN tras el tratamiento antibiodtico.

Se tomd una colonia aislada en medio agar y se
resuspendié en 50 m1 de caldo de Mileller-Hinton, tras
18 horas de incubaciéon a 37°C en estufa se recogieron
500 u1 de caldo crecido y se volvieron a inocultar en
50 m1 de caldo, despues de 2 o 3 horas de incubacidn
a 379C en bafo de agitacién (60 rpm} las bacterias
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alcanzaron la fase exponencial de crecimiento, se ajusta-
ron por D.0., a una concentracidn de 108 ufc/ml. Paralela-
mente se sacd de la nevera una alicuota del antibidtico
previamente preparado en solucién salina, se descongeld
y se diluyé en caldo de Miieller-Hinton hasta obtener
una concentracién final de 10 veces la dosis de anti-

bidtico requerido para el estudio (4xCMI).

A continuacién se prepararon 2 pares de ‘tubos
de centrifuga de 20 ml (con tapén} cada wuna en las
que se afiadié {Fig. 13):

- Tubo (C); 1800 ul de bacterias y 200 ul de caldo
de Mieller-Hinton.

- Tubo {CX) ; 1800 ul de bacterias y 200 ul de caldo
de MUeller-Hinton.

- Tubo (AM); 1800 ul de bacterias y 200 ul de anti-
hidtico disuelto en caldo de Mieller-Hinton;4xCMI,

- Tubo (AMX)}; 1800 ul de bacterias y 200 ul de anti-
bidtico disuelto en caldo de Miieller-Hinton; 4xCMI,

Se agitaron bien y se pusieron a incubar a 37%2C
en bafio de agitacién a 60 rpm durante un corto periodo
de tiempo (10 - 30 minutos), al final se afiadieron
8 ml de caldo libre de antibidtico a todos los tubos
y se centrifugaron durante 10 minutos a 1800 g, se
eliminéd el sobrenadante dejandose en todos un pellet

con 200 ul de caldo.

A los tubos marcados con X se TJes afiadié 1600
ul de HBSS, se resuspendieron y se procedid a la determi-
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nacién de sus densidades opticas. Los otros dos tubos
sin marcar se matuvieron en bafio de agua fria (a 4°C)
para detener su crecimiento.

Por la relacidn:

A. obtenida
1800 X ==-==--===r~-m=- - 200 ul = HBSS-gelatina

A. requerida por afladir.

Absorbancia.

se calculé la cantidad de HBSS-gelatina que habia que
afadir a cada uno de los dos tubos sin marcar (C y.AM)
para obtener de nuevo una suspensidn inicial de
108 ufc/ml. De este modo la concentracidn residual
de antibidtico quedé reducida mds de 500 veces.

Muestras de 50 wul de estas bacterias tratadas
con antibiético o sin tratar se afadieron a dos tipos
de tubos:

1.- Con 400 ul1 de HBSS-gelatina y 50 wul
de suero,.

2.- Con 200 w1l de HBSS-gelatina; 260 i
de PMN y 50 ul de suero.

de esta forma 1la relacidn final bacteria/PMN era de
2:1, la cantidad de suero requerido para una adecuada
opsonizacién de un 10% y 1la concentracidn final de
antibidtico diluida mds de 5000 veces.



Los 4 tubos (2 tratados y 2 controles} se incubaron
a 37¢C en bafio de agitacién a 110 rpm; cada cierto
periodo de tiempo se tomaron muestras de 20 M1 y se
afiadieron a tubos con agua destilada esteril a 37°%C
y con un pH de 11 para lisar los PMN (1567).

Todos 1los tubos se agitaron vigorosamente y se
realizaron diluciones seriadas en solucidn salina,
se tomaron muestras de 20 ul y se sembraron en medio
agar de Mieller-Hinton por triplicado; tras 18 horas
de incubacidn en estufa a 372C se procedidé al recuento
en placa expresando los resultados como Log10 ufec/ml.

E1l mismo proceso antes descrite se vrepitid para
S.aureus con 4xCMI de netilmicina pero en caldo de

Triptona-Soja.

En este estudioc se valoraron dos efectos:

a) El retraso en la cinética de crecimiento de
las bacterias debido a la previa exposicidn con
antibidético. Este efecto se evalué cada 30-60
minutos (t) y se expresdé como porcentaje de retraso
en el crecimiento {(RC) debido al antibidtico

mediante la relacidn:

RCt = 100 x (1 -(5t / Sc¢))

donde St representa la diferencia entre el nlmero
de bacterias (previamente tratadas con antibidtico)
a tiempo t y 0, expresados como Logy, ufc/ml;

y Sc representa 1la diferencia entre el nlmero



de bacterias (sin tratar) a tiempo t y 0, expresados
como Log,, ufc/ml.

b) E1 aumento de susceptibilidad de 7las bacterias
previamente expuestas con antibidtico a los meca-
nismos microbicidas de los  PMN. Este aumento
se evalué cada 30-60 minutos (t) y se expresd
como el incremento del efecto bactericida de
los PMN debido al antibiético (EB} expresado
en porcentajes mediante Ta relacidn:

EB, = 100 x(-§5-3—5'1‘-- - 1)

donde Pt representa la diferencia entre el nimero
de bacterias viables (previamente tratadas con
antibiético) incubadas con PMN a tiempo t y 0O,
expresados como Logl0 ufc/ml y Pc representa
la diferencia entre el nlOmero de bacterias viables
(sin tratar)} dncubadas con PMN a tiempo t y O,
expresados como Logy, ufc/ml.

3.2.2.5.- Estudio del efecto con candidas.

- Determinacidén de la CI50, F125 y CMI.

Una suspensién de Candida albicans en 50 ml de
medio YNB (Yeast Nitrogen Base Medium} con un 1% de
glucosa en tampén fosfato 0,01 M se dejé crecer durante
toda la noche en bafio de agitacidén a 37°C y 60 rpm.
‘Al dia siguiente se ajusto la suspensidn a una concentra-
cidén comprendida entre 5x103 ¥ 5x104 ufe/m1 por densidad




optica ( 0,11 de absorbancia a 540 nm ) y 1luego se
diluyd, siempre en YNB-glucosa, hasta alcanzar un tamafio
de indculo de 5x103- 5x104 ufc/ml en dos matraces distin-
tos. Uno se ajustd a pH 5.4 y el otro a pH 7,23 con
ellos se prepararon dos baterias de 7 frascos cada
una con 19 m! de la suspensidén de candidas y 1 ml de
antifingico concentrado 20 veces para asi, poder obtener
finalmente las concentraciones en estudie (0,16 0,8
4 20 100 y 500 ug/ml de fluconazel)., Los frascos control
se prepararon afiadiendo 1! ml de caldo YNB-glucosa,

Todos los caldos se dincubaron a 37°C en baiio
de agitacién a 60 rpm y cada cierto tiempo se valord
su crecimiento tomando muestras de 2 ml y midiendo
lTos cambiés de absorbancia y transmitancia. La CMI
también se determind a la vez, considerandola como
la Gltima concentracién de antiflingico que no dejaba
visualmente turbia la suspensidén de C. albicans.

La concentracidén inhibitoria Clg, se calculd
de los datos obtenidos por densidad optica como la
concentracién de antifingico més baja que cumplia el
criterio:

+ N (100 - 2T

LT (2T 1))

control contro

en donde %Tcontrol es el porcentaje de transmisidn
del control (suspensidon de candidas 1ibre de antifangico).
N en este caso vale 1/2, esta vrelacién fue formulada
para definir la fraccidén de inhibicién de crecimiento
(N) en funcion de la turbidez en los tubos control

sin antiflngico (158).

tas valoraciones de crecimiento se realizaron
hasta las 48 horas.



6—5)(]0.7 ufec/mi

necesario para su estudio posterior con PMMN, se intentd
hallar su CI50 pero debido al fuerte efecto indculo

Con un indculo inicial mayor, 5x10

del fluconazol se optd por determinar su Clop. Se utilizd
el mismo procedimiento y N en este caso valid 1/4.

- Valoracidon del crecimiento de C. albicans en
presencia o ausencia de PMN tras el tratamiento
antifiangico.

E1l estudio se realizé del mismo modo que para
las bacterias pero con algunas variantes, asi las candidas
ajustadas a un tamafio de 5x106 - 5x107 ufc/ml se incubaron
a 379C en bafio de agitacidn a 60 rpm durante 6 horas
en caldo YNB-glucosa, posteriormente se resuspendid
en solucidén de Hanks (HBSS-gelatina 0.1%)., Los PMN
obtenidos por el mismo proceso anteriormente descrito
se ajustaron a 5x106 cel./m? en HBSS-gelatina, muestras
de 500 wl de (. albicans previamente tratadas con
antifingico se afiadieron a 2 tipos de tubos:

1- 400 u1 de HBSS-gelatina y 100 ul de suero,

2- 150 ul de HBSS-gelatina, 250 ul de PMN y 100 wl
de suero.

de esta manera la refacién final candida/PMN fué de
2:1. Tubos de candidas sin previo tratamiento se pre-
pararon de la misma forma. E1 resto del proceso fué
idéntico al descrito anteriormente para 1las bacterias
con la diferencia de que la siembra y el recuento en
placa se realizd sobre agar Sabouraud,.



3.2.3.- ANALISIS ESTADISTICO.

Se calculd para cada grupo de datos la media
aritmética (X) y desviacidén estandard (D.E.) seqln
las formulas habituales para el nimero de datos manejados.

Para comparar estadi{sticamente las medias de
dos grupos experimentales, se vrealizaron pruebas de
hipétesis a partir de los parametros muestrales,
estableciendose como hipdtesis nula 1la igualdad entre
las medias poblacionales y como hipdtesis alternativa
la diferencia entre ambas, con un nivel de significacidn
del 5%. Asi pues se utilizd la prueba del estadistico
"t" de Student.

En los casos en que fué necesario, antes de aplicar
la formula del westadistico "t", se compararon las
varianzas muestrales mediante la prueba de 1la “F" de
Fisher-Snedecor. En las muestras que no se ajustaban
a una distribucién Gaussiana (no paramétrica) se utilizd
la prueba del test de Wilcoxon.

Se considerd gque no habia significacidén {n.s.)
cuando el valor de la probabilidad de la significacion
(p) era mayor de 0,05, se dié el valor de "significativo"

para pg0,05.
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4.1.- Resultados obtenidos.
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EFECTO DIRECTO DE CEFOTAXIMA Y NETILMICINA SOBRE
LAS FUNCIONES IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS MICRO-
BICIDAS DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS.

La influencia de ambos antibidticos en las funciones
del macrdfago analizadas se muestran en los siguientes

resultados:
Adherencia

Las alteraciones en la adherencia de los macrdfagos
peritoneales murinos se estudié wutilizando placas MIF
tras una incubacidén de 30 minutos con las diferentes
concentraciones de los antibidticos. Posteriormente
se calculd el indice de adherencia.

Cefotaxima no modificd la capacidad de adherencia
respecto a los controles ({tabla I). De igual modo,
el an&lisis estadistico demostrd que netilmicina no
afectaba de forma significativa a las distintas concentra-
ciones ensayadas (p>0,06) ta adherencia a 1las placas
MIF (tabla II},

Movilidad espontanea

Los resultados obtenidos en 1los estudios de
movilidad espontdnea de 1los macrdéfagos incubados con
cefotaxima y netilmicina se expresaron como el namero
de células que atraviesan el filtro en un area de 20

campos al azar.

Cefotaxima potencid la movilidad espontédnea a
una concentracidén terapéutica de 12 mg/1 de forma
significativa (p< 0,05}, mientras que al emplear
netilmicina no se observd efecto alguno (tablas III

y IV¥y figuras 14 y 15).



Quimiotaxis

Tras la incubacién de Tles macréfagos con las
distintas concentraciones de antibidtico y utilizando
como factor quimioatrayente caseina, se estudio la
migracidon dirigida o quimiotaxis.

Cefotaxima produjo un aumento de la quimiotaxis
a una concentracidn superior a la terapéutica, 120 mg/l
(p<0,05), mientras que netilmicina no interfirid el
proceso de migracion dirigida de 1los macrdfagos (tablas
Vy VI, figuras 14 y 15).

Fagocitosis

E1l proceso de fagocitosis engloba dos partes
fundamentales: 1la adhesidén y 1la ingesta. Primero se
incubaron Tlos macrdfagos durante 30 minutos con las
distintas concentraciones de cefotaxima y netilmicina,
y después se analizd 1la adherencia y la ingesta de
candidas normales o previamente opsonizadas con suero,

Cefotaxima y netilmicina no afectaron significativa-
mente a la capacidad adherente (p>»0,05), esto es, el
nimero de cdndidas adheridas en 100 macrdfagos con
o sin suero (Tablas VII, VIII, IX y X; figuras 16 y.17}.

La ingesta de candidas por los macrdfagos incubados
con cefotaxima y netilmicina no se vido afectada significa-
tivamente (p>0,05), esto es, el nimero de candidas
fagocitadas en 100 macrdfagos en presencia o ausencia
de suero (tablas VII, VIII, IX y X; figuras 16 y 17}.
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EFECTO INDIRECTO DE CEFOTAXIMA Y NETILMICINA
ACTUANDO SOBRE LA  SUSCEPTIBILIDAD DE E. coli
Y S. aureus FRENTE A LOS MECANISMOS MICROBICIDAS
DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES (PMN).

CMI y Curvas de letalidad

Las concentraciones minimas inhibitorias de
cefotaxima para E. coli y S. aureus fueron respectivamente
de 0,12 y 2 ug/ml mientras que con netilmicina fueron
de 0,5 ug/ml.

De Tas curvas de letalidad realizadas (a 4 veces
Ta CMI) para estimar el tiempo méximo de exposicidn
de E, colj y S. aureus a los antibidticos sin que por
ello quedaran afectadas sus viabilidades {pero que
pudieran producir alteraciones no letales), se estable-
cieron 30 minutos para cefotaxima y 10 minutos para
netilmicina en caldo de Mieller-Hinton mientras que
este 0Ttimo se alargd hasta 30 minutos en caldo de
Triptona-Soja c¢on S. aureus (tablas XI, XIT y XIIIL;
figuras 18, 19, 20 y 21}.

Cinéticas de crecimiento en presencia o ausencia_de
PMN ,

La previa incubacidén de E. coli durante 30 minutos
con cefotaxima aceleréd su ciclo de divisidn normal
en la primera hora posterior al tratamiento (104,5%
mds que el control, p 0.05)., Con S. aureus el tratamiento
retrasé su crecimiento normal durante 2 horas alcanzando
su maximo en la primera media hora {129,4% a 1los 30
‘minutos, 87% a los 60 minutos, 56,1% a Tos 90 minutos
y 48,9% a los 120 minutos respecto al control, p<£0,05)
(Tablas XVI y XVIII; figuras 24 y 26).



La capacidad microbicida de los PMN se vio
incrementada sensiblemente tras el tratamiento de
E. coli y S. aureus con cefotaxima. En el primer caso
este efecto duré 3 horas (82,7% a los 60 minutos, 87,5%
a los 120 minutos vy 112,8% a los 180 minutos respecto
al control, p<&0.05). Con S. aureus tambi&n se detectd
este incremento pero a partir de la primera media hora
posterior al tratamiento antibidtico (120%, 45,7%
y 13,1% a los 60, 90 y 120 minutos respectoc a su control,
p<0,05) {tablas XVI y XVIII; figuras 24 y 26).

El previo tratamiento de E. coli 'y S. aureus
con netilmicina condujo a vresultados distintos. Asi
mientras el tratamiento de §S. aureus con netilmicina
produjo un retraso en su crecimiento hormal durante
la primera hora (44,2%a los 30 minutos y 23,1% a los
60 minutos respecto al control, p<0,05), con E. coli
no se aprecid ningGn retraso {tablas XVII y XIX;
figuras 25 y 27).

Netilmicina aumento 1a capacidad microbicida
de los PMN durante 1 hora tanto con E. coli (62% a
los 60 minutos mas que el control, p<0.056) como con
S. aureus (89,4% y 27% a los 30 y 60 minutos respecto
al control, p¢0.05) (tablas XVII y XIX; figuras 2& y 27 ).

El previo tratamiento de _S. aureus con netilmicina
durante 10 minutos en caldo de Triptona-Soja no ocasiond
ningdin efecto tanto a nivel de su crecimiento como
a su susceptibilidad a Tlos mecanismos microbicidas
de los leucocitos polimorfonucleares humanos (tabla XX 3

figura 28).
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EFECTO INDIRECTO . DEL FLUCONAZOL ACTUANDO SOBRE
LA SUSCEPTIBILIDAD DE C(Candida albicans FRENTE
A LOS MECANISMOS MICROBICIDAS DE LOS PMN.

Debido a que el fluconazol es fungiestdatico,
a la hora de escoger la concentracién y el tiempo de
incubacion adecuados para el tratamiento de €. albicans
se calculd su CMI y 1a C(lz, para distintos periodos
de tiempo ensayando con varias concentraciones de
antifdngico en caldo YNB al 1% de glucesa a pH 5,4
y 7,2 (0,16 0,8 4,0 20 100 y 500 ug/ml).

A pH acido a las 24 horas la CMI (determinada
visualmente) fué de 4,0 ug/ml y la CI;, de 20 Mg/ml
mientras que a pH neutro la CMI fué de 0,8 pug/ml al
igual que la CIBO' A las 48 horas de dincubacidn los
valores de CMI y CIp, eran figuales, siendo de 100 ug/ml
a pH 5,4 y de 4,0 ug/ml a pH 7,2 (tabla XIV; figura.22),

Estos resultados se obtuvieron con un tamafio
de indculo de 5x]03-5x104 ufc/ml, como necesitabamos
un indculo de céndidas mayor para el estudio con Tlos
PMN y la actividad del fluconazol es dependiente del
tamafio del indculo y del pH del medio se optd por repetir
la_ CMI y Ta CIgy para un tamafio de indculo de 5x106-
107 ufc/ml. Como resultado final y vistoc que no habia
una C150 entre las concentraciones ensayadas para ese
tamafio de infculo se opté por la Cl,. a pH neutro
(4 ug/ml a las 6 horas de exposicién continuada) como
concentracién y tiempo de exposicidén para el tratamiento

de las candidas (tabla XV; figura 23).

, Como resultado se esta exposiciodn tras lavar
e dincubar las céndidas en HBSS-gelatina con un 10%



de suero, se detecté un retrasoc en su crecimiento normal
durante las tres horas sucesivas (72,4%, 60% y 55%
a los 60, 120 y 180 minutos respecto a su control,
p&{0,05}., También aumento su susceptibilidad frente
a los mecanismos microbicidas de los leucocitos polimorfo-
nucleares humanos en la primera hora (43,8% a 1los 60
minutos mas que el controel, p<«¢ 0,05} (tabla  XXI;
figura 29},
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4.2.- Tablas.
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Tabla I.- Efecto de cefotaxima en la adherencia de los macréfagos.
Concentraciones Indice de * % del valor P
(mgr/1) Adherencia basal
0 95 + 3 100 %
1,2 94 + 3 98,9 % n.s.
12 96 + 1 101 % n.s.
60 95 + 1 100 % n.s.
120 96 + 1 101 % n.s.

Los resultados se expresan como la X + SD.

Porcentaje de macréfagos adheridos: 100 Mi - MF

Mi
Grupos de 9 - 10 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y Tos grupos tratados

n.s. no significativo (P>0,05)



Tabla II.- Efecto de la netilmicina en la adherencia de 1los
macrdfagos.
Concentraciones Indice de * % del valor P

{mgr/1) Adherencia basal
0 99 + 4. 100 %
0,5 98 + 6 a9 % n.s.
2 97 + 4 98 % n.s.
8 98 + 6 99 % n.s.
32 99 + 7 100 % n.s.

* —
Los resultados se expresan como X + SD.
Porcentaje de macrdfagos adheridos: 100 Mi - Mf
Mi
Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P+»0,05).
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Tabla III.- Efecto de la cefotaxima en la Movilidad Espontanea
de los macrdfagos.

Concentraciones Movi]idad* % del valor Basal p
{mgr/1) Espontanea
0 10 + 3 100 %
1,2 9 +4 90 % . n.s.
12 19 + 6 190 % 5.
60 11 +3 110 % n.s.
120 12 + 3 120 % n.s.
* —

Los resultados se expresan como X + SD.

Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.
n.s. no significativo (P>0,05).

s. significativo (P<0.05).
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Tabla IV.- Efecto de 1a netilmicina en la Movilidad Espontanea de
Tos macréfagos.

Concentraciones Movilidad* % del valor Basal P
(mgr/1) Esponténea
0 19 + 7 100 %
0.5 22 + 7 115 % © s,
2 14 +5 73,6 % n.s.
8 25 + 9 131 % n.s.
32 9+6 100 % n.s.

—

—

*
Los resultados se expresan como X + 3D.
Grupos de 7 - 8 ratones.
P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P»0,05).
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Tabla V.- Efecto de 1la cefotaxima en 1la Quimiotaxis de 1los
macréfagos.

Concentraciones Quimiotaxis * % del valor P
(mgr/1) Basal
0 33 +89 100 %
1,2 21 + 8 63 % n.5.
12 26 + 8 78 % n.s.
60 36 + 10 109 % n.s.
120 59 + 16 178 % S.
* —

Los resultados se expresan como X + SD.

Grupos de 7 - 9 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.
n.s. no significativo (P>0,05).

s. significativo (pco.OS).
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Tabla VI.- Efecto de la netilmicina en la Quimiotaxis de los
macrofagos.

Concentraciones Quimiotaxis* % del valor P
{mgr/1) Basal
0 7+2 100 %
0.5 8+2 114 % n.s.
2 6+ 2 85,7 % n.s.
8 7 +2 100 % n.s.
32 9+3 128,56 % n.s.
* —

Los resultados se expresan como X + SD.
Grupos de 7 - 8 ratones.
P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P»0.05).
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Tabla VII.- Efecto de cefotaxima en la capacidad de adherecia
y fagocitosis de les macrdfagos en ausencia de suero.

Concentraciones Capacidad(1)* P Capacidad(Z)* P
(mgr/1) Adherente Fagocitosis
0 39 + 13 C 17 + 3
1,2 41 + 12 n.s. 6 + 4 n.s.
12 35 + 10 n.s. 9 + 3 n.s.
60 38 + 11 n.s. 6 +5 n.s.
120 32 + 18 n.s. 7+5 n.s.

—

* L os resultados se expresan como 1a X * 3D.
P refleja las diferencias entre el control y Tos grupos tratadss.
n.s. no significativo (P»0,05).
(1) Grupos de 7 ratones.

(2) Grupos de 6 - 8 ratones.
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Tabla VIII.- Efecto de cefotaxima en la capacidad de adherencia
y fagocitosis de los macrdfagos en presencia de suero.

. o {1)* o (2)%
Concentraciones Capacidad P Capacidad P
{mgr/1) Adherente . Fagocitosis

0 41 + 11 38 + 6

1,2 31 +15 n.s. 36 +7 n.s.

12 30 + 17 n.s. 34 + 9 n.s.

60 42 + 12 n.s 38 + 10 n.s

120 32 + 14 n.s. 36 + 10 n.s.
*

Los resultados se expresan como la i:i SD.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.
n.s. no significativo (P»0,05}.

(1) Grupos de 16 ratones.

(2) Grupos de 17 ratones.
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Tabta IX.- Efecto de netilmicina en la capacidad de adherencia
y fagocitosis de los macrdéfagos en ausencia de suero.

Concentraciones Capacidad(l)* P Capacidad(Z)* P
(mgr/1) Adherente Fagocitosis
0 31 +7 18 + 10
0,5 29 +7 n.s. 12 +7 n.s.
2 25 + 7 n.s. 17+ 6 n.s.
8 20 + 6 n.s. 12 + 4 n.s.
32 26 + 9 n.s 12+ 4 NS,

*Los resultados se expresan como la Y.i SD.
P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.
n.s. no significativo (P>0,05).
(1) Grupos de 7 - 9 ratones.

{(2) Grupos de 6 - 8 ratones.
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Tabla X.- Efecto de l1a netilmicina en la capacidad de adherencia
y fagocitosis de los macrdofagos en presencia de suero.

Concentraciones Capacidad(])* P Capacidad(Z)* P
(mgr/1) Adherente Fagocitosis
0 39 + 12 "L 51 + 17
0,5 36 + 10 n.s. 48 + 14 n.s.
2 32+7 n.s. 45 + 7 n.s.
8 30+ 8 n.s. 53 + 16 n.s.
32 35 + 14 n.s. 59 + 14 n.s.

* Los resultados se expresan como la X + SD.
P refleja las diferencias entre el control y 1os grupos tratados.
n.s. no significativo (P>0,05).
(1) Grupos de 8 ratones.

(2) Grupos de 8 - 9 ratones.
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Tabla XI.- Curvas de letalidad de Escherichia coli con 4xCMI de
cefotaxima y netilmicina en caldo de Mueller Hinton.
Tiempo control cefotaxima  tiempo  control netilmicina
0 7.90+0.03 7.90 *+0.03 0 7.86 +0.07 7.86 +0.06
15 7.97 X0.05 7.887F 0.04 10 7.94 10,07 7.81 *0.03
30 8.001 0.06 7.71 1 0.04 20 8.12 *0.04 7.27 *0.05
45 8.081 0.04 7.30 X 0.02 30 8.19 1 0.07 5.80 *0.06
60 8,19 .06 6,40 £ 0,06 40 8.23 10,03 5.16 *0.02

*, los resultados se expresan en Log,y ufc/ml como X + SD de 6 ensayos.



Tabla XII.- Curvas de
de cefotaxima y netilmicina en caldo de Mueller Hinton.

letalidad de Staphylococcus

108 -

aureus

con  4xCMI

Tiempo  control cefotaxima  tiempo control netilmicina
0 7.76 *0.01 7.76 X0.01 0 7.80 *0.08 7.80 *0.08
15 7.99 *0.05 7.71 X0.01 10 8,06 *0.18 7.45 *0,07
30 8.04 *0.04 7.59 *0.01 20 8.19 10,02 6,69 X0.15
45 8,23 *0.05 7,17 X0.03 30 8.39 10.22 6.08 10.01
60 8.51 X0.01 6.50 *0.19 40 8.71 ..".'.0.04 5.77 X0.08

* Jos resultados se expresan

en Log,q ufc/ml como X * sh de & ensayos,
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Tabla XIII.- Curva de letalidad de Staphylococcus aurgus
de netilmicina en caldo de Triptona-Soja.
Tiempo control netilmicina
0 7.87 X 0.01 7.87 X 0.0
10 8.18 * 0,07 7,85 1 0.01
20 8.33 *0.02 7.69 * 0,02
30 8.57 * 0,03 7.37 X 0,03
40 8.87 *0.01 6.66 £ 0,13

con

4xCMI

* los resultados se expresan’en Logm ufc/ml come X + SD de € ensayos.



Tabla XIV.- Efecto del incremento de la concentracidon de fluconazol en el crecimiento de Candida

albicans en caldo YNB-Glucosa a pH 7.2 y 5.4 con un indoculo de partida de
5x10° - 5x10°

ufc/ml.
Tiempo de incubacidn (horas)
0o 6 12 24 30 3 48 |0 6 12 24 30 36 48
Dosis Absorbancia (540 nm) Absorbancia (540 nm)
Controlj 0.0 0.04 0.66 1.0‘ 1.0 1.0 1.0 0.0 0.3 1.0 1.0 1.0 1.0 1.8
0.16 0.04 0.39 1.0 1.0 1.0 1.0 0.28 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Yrie
0.8 0.05 0.10 0.22 0.56 1.0 1.0 0.18 0.31 1.0 1.0 1.0 1.0
Yok T
4.0 0.03 g.06 0.09 0.12 0.19 0.29 0.12 0.15 0.31 0.41 0.49 (.53
. *
20 0.04 0.07 0.07 0.08 0.12 0.16 0.09 0.11 0.17 0.23 0.31 0.36
ik
100 0.02 0.05 0.06 0.06 0.09 0.10 0.09 0.10 0.12 0.20 0.21 0.24
500 0.01 0.05 0.05 0.05 0.08 0.07 0.09 0.09 0.09 0.10 0.10 0.11
(mgr/1)
FCMI Incubacion a pH 7.2 Incubacid6n a pH 5.4

*Ic50

- 0Ll



Tabla XV.-

Efecto del incremento de la concentracion de fluconazol en el crécimiento de Candida

albicans en caldo YNB-Glucosa a pH 7.2 y 5.4 con un indculo de partida
5x108 - 107 ufc/ml.
Tiempo de incubacidn (horas)
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Bosis -Absorbancia (540 nm) Absorbancia (540 nm)
Control| 0.10 0.16 0.37 0.66 1.0 1.0 1.0 | 0.10 0.26 0.74 1.0 1.0 1.0 1.0
0.16 0.18 0.32 0.59 0.98 1.0 1.0 D.26 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0
0.8 0.16 0.28 0.50 0.61 0.81 1.0 0.25 0.3 1.0 1.0 1.0 1.0
4.0 0.18 0.26 0.45 0.50 0.55 0.59 0.24 0.57 0.89 1.0 1.0 1.0
20 0.16 0.23 0.38 0.44 0.48 0.50 0.23 0.52 0.80 0.92 0.99 1.0
100 0.17 0.22 0.33 0.36 0.39 0.43 0.28 0.49 0.76 0.88 0.91 0.92
500 0.16 0.22 0.26 0.31 0.33 0.35 0.26 0.41 0.71 0.81 0.8 0.88
{mgr/1)
“‘Ic25 Incubacidn a pH 7.2 Incubacidon a pH 5.4
!

de

LLL



Tabla XVI.- Efecto del pretratamiento de E. coli con cefotaxima (4xCMI durante 30 minutos en
caldo de Mieller-Hinton) en su cinética de crecimento asi como en su susceptibilidad
frente a los mecanismos microbicidas de Tos PMN en presencia de un 10% de suero.
CONTROL PRETRATADO RETRASO EN EL EFECTO
CRECIMIENTO BACTERICIDA
POR PMN
Tiempo  Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN
(min.) (Sc) {Pc) (5t) (Pt) (R.C.) (E.B.}
0 0 0 0 0 - - ¢
N
60 0.44 + 0.23 -0.37 + 0.2 0.9 + 0.21 -0.58 + 0.22 -104.5% * B2.7%.* .
120 0.72 + 0.28  -0.45 + 0.18 1.15 + 0.3 -1.10 + 0.3 n.s. 87.5%.%
180 0.90 + 0.27 -0.50 + 0.21 1.27 + 0.3 -1.71 + 0.28 n.s. 112.8%.%

n.s;
como

no significativo (p»0,05); *, significative (p<0,05), resultados expresados en Logy, ufc/ml

X + SD. Grupos de 8 individuos sanos.



TabTa XVII.- Efecto del pretratamiento de E. coli con netilmicina (4xCMI durante 10 minutos en
caldo de Miieller-Hinton) en su cinética de crecimiento asi como en su susceptibilidad
frente a los mecanismos microbicidas de los PMN en presencia de un 10% de suero.

CONTROL PRETRATADQ RETRASO EN EL EFECTO
CRECIMIENTO BACTERICIDA

POR PMN
Tiempo  Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN
(min.)  (Sc) (Pc) (St) (Pt) (R.C.) (£.B.)
0 0 0 0 0 - - By

@

60 0.36 + 0.2 -0.22 + 0.15 0.19 + 0.18 -0.75 + 0.09 n.s. 62% * !
120 0.73 + 0.21 -0.63 + 0.2 0.51 + 0.21 -0.97 + 0.23 n.s. n.s.
180 1.07 + 0.2 -0.71 + 0.25 0.80 + 0.23 -1.0 + 0.18 n.s. n.s.

n.s; no significativo (p>0,05); *, significativoe (p<0,05), resultados expresados en Logyq ufc/m
como X + SD. Grupos de 8 individuos sanos.



Tabla XVIII.-

Efecto del pretratamiento de S. aureus con cefotaxima (4xCMI durante 30 minutos en

caldo de Mieller-Hinton) en su cinética de crecimiento asi como en su susceptibilidad

frente a los mecanismos microbicidas de Tos PMN en presencia de un 10% de suero.

CONTROL PRETRATADD RETRASO EN EL EFECTD
CRECIMIENTO BACTERICIDA
POR PMN

Tiempo Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN
(min.) (Sc) (Pc) (st) (Pt) (R.C.) (E.B.)
8] 0 0 0 0 - - '
30 0.34 + 0.07 0.18 + 0.04  -0.10 + 0.08  -0.26 + 0.08 129.4% * n.s. “‘?
60 0.52 + 0.05 0.33 + 0.08 0.07 + 0.08 -0.35 + 0.08 87% * 120%.*
90 (.82 + 0.08 0.47 + 0.1 0.33 + 0.08 -0.15 + 0.1 56.1% * 45.1%.*%
120 0.96 + 0.09 0.58 + 0.1 0.48 + 0.08 0.06 + 0.08 48.9% * 13.1%.*

n.s; no significativo (p>0,05); *, significative (p<0,05), resultados expresados en Logyq ufc/ml
como X + SD. Grupos de 8 individuos sanos.



Jabla XIX.- Efecto del pretratamiento de S. aureus con netilmicina (4xCMI durante 10 minutos en
caldo de Mieller-Hinton) en su cinética de crecimiento asi como en su susceptibilidad
frente a 10os mecanismos microbicidas de los PMN en presencia de un 10% de suero.
CONTROL PRETRATADO RETRASO EN EL EFECTC
CRECIMIENTO BACTERICIDA
POR PMN
Tiempo Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN
{min.} (Sc) (Pc) (st) (Pt) {R.C.) (E.B.)
0 0 0 0 0 - - ;
30 0.34 + 0.04  0.15+0.04  0.19 +0.03  -0.17 + 0.1 44.2% * 89.4%.* ‘”
60 0.52 + 0.03 0.19 + 0.04 0.40 + 0.04 ~0.02 + 0.08 23.1% * 27.2%.%
80 0.73 + 0.06 0.29 + 0.08 0.64 + 0.04 0.22 + 0.07 n.s n.s.
120 0.89 + 0.09 0.35 + 0.1 0.67 + 0.1 0.27 + 0.09 n.s n.s.

n.s; no significativoe (p»0,05); *, significativo (p<0,05); resuitados expresados en Lodqg ufe/m?
como X + SD. Grupos de 7 individuos sanos.



Jabla XX.-

Efecto del pretratamiento de S. aureus con netilmicina (4xCMI durante 10 minutos
caldo de Triptona-Soja) en su cinética de crecimiento asi como en su susceptibilidad

frente a los mecanismos microbicidas de los PMN en presencia de un 10% de suero.

en

CONTROL PRETRATADO RETRASO EN EL EFECTO
CRECIMIENTO BACTERICIDA

POR PMN

Tiempo  Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN

(min.)  (Sc) (Pc) (st) (Pt) (R.C.) (E.B.)

0 0 0 0 c - -

30 0.54 + 0.03 0.25 + 0.06 0.51 + 0.05 0.20 + 0.04 n.s n.s.

60 0.61 + 0.08 0.31 + 0.04 0.72 + 0.08 0.28 + 0.1 n.s n.s.

90 0.87 + 0.07 0.33 + 0.04 0.85 + 0.08 0.37 + 0.1 n.s n.s

120 1.05 + 0.16 0.41 + 0.16 0.84 + 0.08 0.40 + 0.26 n.s n.s.

n.s; no significative (p»0,05); resuitados expresados en _Lag.i0 ufc/ml como X + SD. Grupos de

individuos sanos.
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Tabla XXI.- Efecto del pretratamiento de C. albicans con fluconazol (4 mgr/1 durante 6 horas en
caldo YNB-Glucosa) en su cinética de crecimiento asi como en su susceptibilidad frente
a los mecanismos microbicidas de los PMN en presencia de un 10% de suero.
CONTROL PRETRATADQ RETRASO EN EL EFECTO
CRECIMIENTO FUNGICIDA
POR PMN
Tiempo  Suero Suero + PMN Suero Suero + PMN
{(min.)  (Sc) (Pc) (st) (Pt) (R.C.) (E.F.)
0 0 0 0 0 - - ~
!
60 0.13 + 0.03 -0.08 + 0.03 0.04 + 0.03 -0.26 + 0.04 12.4% * 43.8%.%
120 0.50 + 0.06 -0.27 + 0.08 0.20 + 0.04 -0.36 + 0.09 60% * n.s
180 0.65 + 0.05 -0.42 + 0.06 0.29 + 0.07 -0.54 + 0.09 55% * n.s

n.s; no significativo (p>0,05); *, significativo (p<0,05);

como X + SD. Grupos de 8 individuos sanos.

resultados expresados en Log,y ufc/m
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4.3.~- Graficas.
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Figura 14. Indice de movilidad espontanea (columnas blancas) vy
quimiotaxis {columnas rayadas) de macrdfagos peritoneales murinos
de ratones Balb/c, incubados con cefotaxima. Indice representado como

porcentaje del valor basal.

Grupos de 7 - B ratones. #, significativo (p¢0,05).
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Figura 15. Indice de movi]idad espontanea (columnas blancas) v
guimiotaxis (columnas rayadas) de macrdfagos peritoneales murinos
de ratones Balb/c, incubados con netilmicina. Indice representado

como porcentaje del valor basal.

Grupos de 7 - 8 ratones.
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Efecto de la cefotaxima en Tla capacidad de adherencia
peritoneales murinos en presencia
el nimero de candidas

Figura 16.
y fagocitosis de los macrofagos

y ausencia de suero, Cada columna representa

adheridas o fagocitadas por 100 macrdfagos.
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Figura 17. Efecto de la netilmicina en 1la capacidad de adherencia
y fagocitosis de 1los macrdfagos peritoneales murinos en presencia
o ausencia de suero. Cada columna representa el nlmero de candidas
adheridas o fagocitadas por 100 macrdfagos.
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Figura 18. Curva de letalidad de Escherichia coli con 4xCMI
de cefotaxima en caldo de Mueller Hinton. Las bacterias se
incubaron durante 60 minutos con 4xCMI de cefotaxima ;.con
el objeto de determinar el tiempo miximo de exposicién a la

que podia estar sometida la bacteria sin  comprometer
sensiblemente su viabilidad; cada 15 minutos se tomaron muestras
y se procedié a su recuento en placa al dia siguiente.

Control ([1) y tratado (M ). Cada punto representa el valor
medio de 6 ensayos expresados en Lcag]0 ufc/ml.
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Figura 19. Curva de letalidad de CEscherichia coli con 4xCMI
de netilmicina en caldo de Mueller Hinton. Las bacterias se
incubaron durante 40 minutos con 4xCMI de netilmicina con
el objeto de determinar el tiempo méximo de exposicion a 1la
que podia estar sometida 1a bacteria sin  comprometer
sensiblemente su viabilidad; cada 10 minutos se tomaron muestras
y se procedié a su recuento en placa al dia siguiente.

Control (A} y tratado (A ). Cada punto representa el valor
medio de 6 ensayos expresados en Logyq ufc/ml.
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Figura 20. Curva de Tletalidad de Staphylococcus _aureus con
4xCMI de cefotaxima en caldo de Mueller Hinton. Las bacterias
se dincubaron durante 60 minutos con 4xCMI de cefotaxima con
el objeto de determinar el tiempo maximo de exposicion a la
que podia estar sometida la bacteria sin com[ir‘ometer
sensiblemente su viablidad; cada 15 minutos se tomaron muestras
y se procedié a su recuento en placa al dia siguiente.

Control ([J) y tratado (M ). Cada punto representa el valor
medio de 6 ensayos expresados en 1og10 ufc/ml.
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Figura 21. Curvas de letalidad de Staphylococcus aureus con
4xCMI de netilmicina en caldos de Mueller Hinton y Triptona-
Soja. Las bacterias se incubaron durante 40 minutos con 4xCMI
de netilmicina en dos caldos distintos con el objeto de
determinar el tiempo méximo de exposicidn a la que podia estar
sometida la bacteria sin comprometer sensiblemente su viabilidad;
cada 10 minutos se tomaron muestras y se procedié a su recuento

en placa al dia siguiente.

Caldo de Mueller Hinton: control (L1) y tratado (M), caldo
de Triptona-Soja: control (A.) y tratade (A). Cada punto
representa el valor medio de 6 ensayos expresados en Logy,

ufc/ml,
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Figura 22. Efecto del incremento de la concentracién de
fluconazol en el crecimiento de Candida albicans en caldo
YNB-Glucosa a pH 7,2 (a) o pH 5,4 (b) con un inéculo de partida

de 5><103 - 5><104 ufe/ml.

Las concentraciones (en mgr/1) fueron: 0,16 (o), 0,8 (A),
4,0 (m), 20 (%), 100 (&) y 500 (®}. Control (A).
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Figura 23. Efecto del incremento de Ta concentracion de
fluconazol en el crecimiento de Candida albicans en caldo
YNB-Glucosa a pH 7,2 (a) o pH 5,4 (b) con un indculo de partida
de 5x10% - 107 ufc/m.

Las concentraciones (en mgr/1) fueron : 0,16 {(0O1), 0,8 (A),
4,0 (m), 20 (%), 100 (M} y 500 (¥%). Control (A}.
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Figura 24. Efecto de la previa exposicién de Escherichia coli
con cefotaxima en su cindtica de crecimiento asi como en su

susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas de 1os
leucocitos en presencia de suero. E.coli se incubd con 4xCMI
de cefotaxima durante 30 minutos en caldo de Mueller Hinton
seguidamente se elimind el antibiético por centrifugacidn
y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina
con suero (M) o una mezcla de suero y PMN ( # ). Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que
se afiadié suero (.A) o suero y PMN (% ). Los resultados
se representan en Logyq ufc/ml come X + SD. Grupos de 8
individuos.
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Figura 25. Efecto de Ta previa exposicién de Escherichia colj
con netilmicina en su cinética de crecimiento asi como en
su susceptibilidad frente a 1los mecanismos microbicidas de
los leucocitos en presencia de suero. E. coli se 1incubd con
4xCMI de netilmicina durante 10 minutos en caldo de Mueller
Hinton, seguidamente se elimind el antibiético por centrifugacion
¥ las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina
con suero (M) o una mezcla de suero y PMN { * ). Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que
se afiadid suero (M} o suero y PMN (% ). Los resultados
se representan en Log10 ufc/ml como X + SD. Grupcs de 8

individuos.
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Figura 26. Efecto de la previa exposicidn de Staphylococcus

aureus con cefotaxima en su cinética de crecimiento asi como
en su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas
de los leucocitos en presencia de suero. S. aureus se fincubd
con 4xCMI de cefotaxima durante 30 minutos en caldo de Mueller
Hinton, seguidamente se elimind el antibidtico por centrifugacién
y las bacterias tratadas se resuspendier‘on en HBSS-gelatina
con suero (M) o una mezcla de suerc y PMN . ( *). Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que
se afiadié suero (A) o suero y PMN (%), Los resultados
se representan en Log]0 ufc/ml como X + SD. Grupos de 8
individuos.
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Figura 27. Efecto de la previa exposicién de Staphylococcus
aureus con netilmicina en su cinética de crecimiento asi como
en su susceptibilidad frente a 1os mecanismos microbicidas
de los leucocitos en presencia de suero. 5. aureus se incubd
con 4xCMI de netilmicina durante 10 minutos “en caldo de Mueller
Hinton, seguidamente se elimind el antibiético por centrifugacidn
y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina
con suero (M) o una mezcla de suero y PMN ( *.). Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que
se afadid suero (M) o suero y PMN (%), Los resultados
se representan en Log10 ufc/mt  como X_i SD. Grupos de 7
individuos.
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Figura 28. Efecto de la previa exposicién de Staphylococcus
aureus con netilmicina en su cinética de crecimiento asi como

en su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas
de los Tleucocitos en presencia de suero. S. aureus se incubd
con 4xCMI de netilmicina durante 10 minutos en caldo de Triptona-
Soja, seguidamente se eliminé el antibidtico por centrifugacion
y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina
con suero (M) o una mezcla de suero y PMN (% )., Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a 1los que
se afiadi® suero (A ) o suero y PMN (4 ). Los resultados
se representan en Log]0 ufc/ml como X + SD. Grupos de 6
individuos.
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Figura 29. Efecto de la pregia exposicion de Candida albicans
con fluconazol en su cinética de crecimento asi como en su
susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas de los
leucocitos en presencia de suero. C. albicans se incubdé con
4 mgr/ 1 de fluconazol durante 6 horas en caldo YNB-Glucosa,
sequidamente se elimind el antifingico por centrifugaciodn
y las candidas tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina
con suero (H) o una mezcla de suero y PMN  (.# }.Para los
controles se utilizaron candidas sin tratar a los que se afiadid
suero (A ) o suero y PMN {9k ). Los resultados se expresan
en Logy, ufc/ml como X_+ SD. Grupos de 8 individuos.
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5.- DISCUSION
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ALGUNOS COMENTARIDS SOBRE LA METODOLOGIA EMPLEADA.

La confrontacién entre los microorganismos causantes
de Tla infeccidn y 1los macrdfagos ocurre en diferentes
tejidos: pulmones, higado, pleura, peritoneo eatc. De
estos, el peritoneo es una fuente de c&lulas fagociticas
incluso en ausencia de inflamacién, accesible Yy que
nos permite contar con un modelo para estudiar los
efectos de 1a quimioterapia en los macrdéfagos.

Se utilizaron macrdfagos de ratones Balb/c porque
de un solo animal, mediante Tavado peritoneal y sin
previa estimulacién, podfamos obtener hasta 4x10° cel/m]
Y asi realizar una serie de experimentos con una poblacién
celutar bastante homogénea.

Se eligieron animales Jjovenes, de 12 semanas,
en los que la adherencia y la capacidad de unidn e
ingestién de particulas por los macréfagos era mejor,
en comparacién con los procedentes de ratones mis viejos
(151},

EmpTeamos C. albicans por su fimportancia como
agente patdgeno oportunista, por otro lado se trata
de un microorganismo resistente a los 2 antibidticos
empleados, lo que se comprobéd viendo su viabilidad
con azul de metileno, que era siempre superior al 95%.

Las concentraciones de 1los antibidticos empleados
se obtuvieron de los niveles que se alcanzaron en plasma
tras la administracidén de las dosis estandard.

En la preparacién de 1los PMN no se wutilizaron
técnicas que emplean dextrano o gradientes de densidad
con polimeros, tal como 1indica un trabajo publicado
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por Eggleton, Gargan y Fisher en 1989 (155) son varios
los efectos que estos productos pueden producir en
los leucocitos, asi el dextrano puede inhibir su migracidn
en agarosa, estimular su metabolismo y unirse de forma
irreversible a su superficie alterando sus propiedades.
E1 ficoll y el percoll pueden ocasicnar una perdida
de su capacidad de adherencia y extensidn celular en
superficies de plastico y cristal.

Existen también otros efectos relacionados con
el grado de pureza de estos polimeros, asi se encontraron
restos de polisacaridos bacterianos en lotes de ficoll
en donde los PMN asi aislados presentaban alteraciones
morfoldgicas y funcionales.

Por todo ello nosotros optames por Tla técnica
de separacidén por cloruro amdnico porque si bien existen
estudios que indican una capacidad de interferencia
con el balance electrolftico del PMN (155) tambien
se demostrd que este efecto era reversible cuando las
células se resuspendian en medio fisioldgico.

Para obtener una 1isis completa de Tlos PMN se
utilizé la tecnica del agua basica descrita por Gargan
y cols, (157), estudios preliminares demostraron que
en esas condiciones (pH 11 y 37° de temperatura) se
conseguia una lisis total de los PMN sin comprometer
la viabilidad bacteriana de E. coli, S, aureus ¥

C, albicans.
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EFECTO DIRECTO DE CEFOTAXIMA Y NETILMICINA SOBRE LAS
FUNCIONES IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS MICROBICIDAS
DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS.

Los fagocitos (neutrdfilos ¥ monocitos) por su
capacidad para fagocitar Y destruir microorganismos,
representan la primera linea de defensa del huesped
frente a una invasién bacteriana. Las infecciones de
enfermos neutropénicos han puesto en evidencia 1la
importancia de mantener fintegras estas defensas 1inespe-
cificas (159).

En 1la bibliografia hay numerosos trabajos en
los que se demuestran como los antimicrobianos pueden
interferir con las funciones de los leucocitos polimorfo-
nucleares humanos (160, 161). Asi eritromicina, tetra-
ciclina, rifampicina, cloranfenicol y ciertos amino-
glicésidos pueden inhibir la actividad quimicstéatica
de esos granulocitos "in Vivo" (126, 162, 163, 164).
Tambien pueden alterar su capacidad bactericida (124,

165, 166).

La falta de conocimientos sobre el macrdfago,
asi como su importancia como célula presentadora de
antfgenos y secreccidn de mediadores solubles, nos
11evé a seleccionarla en la realizacién de este trabajo.
Para ello se utilizaron un betalactdmico (cefotaxima)
y un aminoglicdsido (netilmicina).

Las funciones del macrofago estudiadas fueron:
capacidad de adherencia, movilidad, opsonizacidn y

'fagocitosis.
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La adherencia es una necesidad previa a 1la diapé-
desis de las células fagociticas hacia los tejidos.
E1io constituye el primer paso para que acontezca la
fagocitosis de Tlos agentes infecciosos. Los macrd6fagos
, después de haberse adheridos a la pared de los vasos,
se dirigen al foco de infeccién, por medio de movimientos
espontédneos y a favor de un gradiente de concentracidn
de sustancias quimiotdcticas. Dade que estas propiedades
pueden ser reproducidas "in Vitro", se analizd si
cefotaxima y netilmicina podian afectar a estas funciones.

Ni cefotaxima ni netilmicina alteraron la capacidad
de adherencia al plastico de Tlos macrdfagos. Estos
resultados contrastaron con los obtenidos, con leucocitos
polimorfonucleares (PMN}, por Rodriguez y cols (167)
utilizando cefmetazol, cefotaxima e imipenem. Seklecki
y cols. (168) ensayando netilmicina si detectaron un
incremento en la adherencia. La explicacién de los
diferentes resultados obtenidos podria estar en Ta
metodalogia empleada, ya que estos trabajos se realizaron
por el método de adherencia a fibras de naylon descrito
por McGregor y cols (169).

En relacién con la capacidad de 1os macrbdfagos
para moverse orientadamente en funcidén de un gradiente,
observamos que el mayor valor de los 1indices quimio-
tacticos para cefotaxima fué con 120 ug/ml; mientras
que para la movilidad espontdnea fuéd de 12 ug/ml, no
encontrandose ningln efecto para el resto de las

concentraciones ensayadas.

Los trabajos realizados por otros autores con
betalactamicos sobre la movilidad de Tlos PMN humanos
indican conclusiones muy dispares; asi Fietta y cols.
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{131), ensayando con cefotetam, ceftazidima y moxalactanm,
no encontraron efectc sobre Ta movilidad esponténea
ni sobre la quimiotaxis de monocitos y neutrdfilos,
al jgual que Belsheim y Gnarpe (170) en la quimiotaxis
con cefotaxima o Majeski y cols. (165) con cefamandol.
Un  grupo de investigadores describieron un efecto
potenciador de la quimiotaxis con betalactamicos (167)
mientras que otros encontraron un efecto inhibidor
con - cefotaxima, cefoperazona, wmoxalactam y cefmetazol
(131, 171, 172, 173).

En Ta exposicion previa de los macréfagos a
distintas concentraciones de netilmicina, no detectamos
ningun efecto destacable ni en la movilidad espontanea
ni en la quimiotaxis. Estos resultados confirman Tlos
obtenidas por Forsgren y Schmeling (126) con kanamicina
y gentamicina y los de Burgaleta y Moreno (172} con
amikacina, sisomicina y tobramicina. Sin embargo  Seklacki
Khan y Goodhart con amikacina, kanamicina, gentamicina,
tobramicina y netilmicina Hhallaron efecto inhibidor
de estas funciones en PMN (162, 168, 174).

Las diferencias obtenidas por los 1investigadores
citados, puede radicar en el método empleado ya sea
por la técnica de migracidn en agarosa, descritec por
Nelson {175}, o por el método de camara de Boyden (14),
tan como parecen indicar los trabajos de Quie (176)
y el més reciente de Bignold {177}.

Para el reconocimiento del material que va a
ser fagocitado, 10s macrdéfagos se unen al mismo mediante
la opsonizacién o adherencia inmunoldgica (178). Esta
caracteristica del macrdfago, al igual que la adherencia
y la movilidad, depende de estructuras de membrana,
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pero a pesar de ser una propiedad bidsicamente estructural
resuita necesaria para Tlevar a c¢abo Ta actividad
funcional subsiguiente: la fagocitosis.

La opsonizacidn se realiza gracias a la presencia
de receptores Fc y C3b del complemento sobre la membrana
del macrdofago (179); por tanto el estudio de 1la
opsonizacidén en esta célula es wuna forma de detectar
la existencia y de cuantificar el nilmero de receptores
indicados.

Los resultados hallados, tras el recuento del
nlmero de candidas adheridas en 100 macréfagos, indicaren
que ni cefotaxima ni netilmicina estimularon esta
capacidad, De igual forma la fagocitosis de C(andida
albicans por macréfagos peritoneales tampoco se vié
afectada, pero si fué fundamental la presencia de suero
para incrementar la fagocitosis como indican los
resultados. Lehrer y Cline (80) indicaron 1a necesidad
de la presencia de factores termolabiles en el suero
necesarias para una adecuada opsonizacidén y consiguiente
fagocitosis.

Tras tratar previamente a los Teucocitos polimorfo-
nucleares c¢on moxalactam, gentamicina y cefotaxima,
Burgaleta y <cols. (172, 173) no encontraron efecto
alguno ni en la fagocitosis de C. albicans ni en su
capacidad microbicida., Iguales resultados obtuvieron
Rodrigquez y cols. con cefmetazol (167) y Seklecki
cols. con netilmicina {168).

Ferrari y cols {(130) hallaron dinhibicién de
la fagocitosis y muerte de C. albicans en presencia
de gentamicina, tobramicina, amikacina, sisomicina
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y ribostatina por PMN. E1 previo tratamiento de macréfagos
alveolares <con aztreonam y netilmicina no efectd a
la fagocitosis de partfculas de =zimosan (180). Lingaas
Yy Midtvedt observaron una potenciacién de la fagocitosis
de Escherichia coli por neutrdfilos humanos previamente
incubados con <cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima
y aztreonam (181).

Resumiendo, podemos decir que es un hecho fisiold-
gico importante el que un antibidtico estimule Ta movi-
Tidad esponténea y la quimiotaxis de los macrodfagos,
ya que ayudaria a un mayor aclmulo de estas células
en los lugares inflamatorios, facilitando ademds su
poder fagocitico y su papel como presentador de antigenos,
etapa previa para el desencadenamiento de respuestas
inmunes especificas.
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EFECTO INDIRECTO DE CEFOTAXIMA ¥ NETILMICINA
ACTUANDO SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE Escherichia
coli y Staphylococcus aurews FRENTE A LOS MECANISMOS
MICROBICIDAS DE LOS PMN.

La patogenidad en el hombre es dependiente de
varios factores; algunos de los cuales son producidos
por el mismo microorganismo invasor y los demas estan
basados en las sistemas de defensa especificos o no
especificos del fhesped. Esta estrecha relacidn es la
que determinard finalmente si una infeccidn prosperara
0 no.

En  circunstancias excepcionales en 1a que la
cepa 1invasora posee unas caracteristicas de virulencia
especiales o cuando el huesped esta inmunocomprometido,
es decir con sus defensas mermadas, esta estrecha relacidn
se puede inclinar finaimente hacia el patdgeno. Es
aqui donde el conocimiento y el wuso adecuado de los
antibiéticos pueden Jjugar un papel dimportante en 1la
recuperacidn del paciente (81).

Tradicionalmente la actividad de los antibidticos
se median en términos de concentracidn minima inhibitoria
(CMI) y concentracién minima bactericida (CMB), pero
en la actualidad se sabe que estos antibidticos pueden
tambien dinducir cambios morfologicos ¥y metabolicos
no letales que pueden llegar a ser determinantes,
aumentando la susceptibilidad de los microorganismos
patdgenos frente a los mecanismos de defensa del huesped.

Asi Lorian y De Freitas (182} en 1977 definieron
la concentracién minima de antibidtico que puede causar
en la bacteria algin cambio morfoldgico o funcional
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repercutiendo en la elaboracidn de ciertas toxinas,
bidsintesis de enzimas, antigencs de superficie etc...
Tambien Parker y cols. (183) y mis tarde McDonald y cols.
(184) indicaron que los antimicrobianos "in  Vitro"
podian retrasar el crecimiento bacteriano durante un
tiempo mayor al de exposicién al antimicrobiano. Todos
estos cambios en la bacteria pueden potenciar y favorecer
la actividad microbicida de los leucocitos, potenciando
su fagocitosis y muerte intracelular (113).

En nuestro trabajo estudiamos este efecto tratando
previamente E. coli y S. aureus durante un breve periodo
de tiempo con un inhibidor de sintesis de pared como
cefotaxima y un dinhibidor de sintesis proteica como
netilmicina.

Los betalactamicos como cefotaxima suelen ser
muy activos frente a la mayoria de los gram-negativos
y gram-positivos, lo mismo ocurre coh los aminoglicdsidos
frente a los gram-negatives; si bien estos ultimos
suelen ser inactivos frente a gran parte de Tas cepas
gram-positivas (excepto Staphylococcus como los
S, aureus y S. epidermidis ) si suele usarse en Ta
practica clinica en combinacidén con betalactamicos
(inhibidores de sintesis de pared). Las alteraciones
que estos pueden causar en la pared bacteriana favorecen
la penetracion de los aminoglicdsidos en su finterior
y potencian su accion bactericida (185).

La determinacidén de las curvas de letalidad para
cefotaxima y netilmicina, se realizaron para estimar
el tiempo maximo que podian estar E. coli y _S. aureus
expuestas a la accion del antibiético sin perder su
viabilidad, pero que podian provocarles algun cambio
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morfoldgico o funcional (114). Los resultados nos
indicaron 30 minutos para cefotaxima y tan solo 10 para
netilmicina {(en ambas bacterias). De este 0altimo se
sabe que posee una acci6n bactericida muy réapida
que segln Weisblum y Davies (186) transcurria en la
primera media hora de exposicidén. La unidn del aminogli-
cébsido al ribosoma serfa para entonces irreversible
y letal.

Con otro inhibidor de sintesis de proteinas como
cloranfenicol, Pruul y McDonald (113) comprobaron como
con solo un minuto de exposicién a altas concentraciones
podia ser suficiente para sensibilizar E. coli a los
mecanismos microbicidas del leucocito,

E1 interés por estas cortas exposiciones de
antibiético se deben en parte a que muchos penetran
mal en el leucocito y las bacterias una vez fagocitadas
pueden quedar asf protegidas de la accién del férmaco.
Alexander y Good (187) demostraron incubando previamente
$. aureus y P. aeruginosa con cloranfenicol, tetraciclina,

meticilina, ampicilina, penicilina G, Streptomicina
y eritromicina antes de la fagocitosis, se aumentaba
el porcentaje de muerte intracelular por los PMN. Asf
la accién de un antibidético que penetrara poco podria
no limitarse solo con las bacterias extracelulares
sino que podria comprometer su supervivencia intracelular
(bacterias dafiadas) tras Ta ingestidén por el leucocito.

La penetracidén de los betalactdmicos en los
fagocitos suele ser muy mala, asi se vio que la penicilina
G era poco o nada penetrante (101, 103, 188}. Adinolfi
y cols. (189, 190) demostraron gue cefmandol a 4 veces

su CMI no afectd a la supervivencia de E. coli y_S.aureus
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fagocitados al igual que el imipenem y la piperacilina.
Con cefazolina y cefalexina tampoco Prokesch y cols.
(103)obtuvieron mejores resultados.

Los aminoglicdsidos mostraron una mejor penetracidn
que los betalactamicos (1703} debido a su mejor liposo-
lubilidad, pero resultaron intracelularmente dnactivos
{99, 191) &l ser sensibles a los cambios de pH.

Los resultados obtenidos en las «cinéticas de
crecimiento tras el previo tratamiento de Tas bacterias
con antibidtico mostraron un comportamiento distinto
al control. Asf pues el previo tratamiento de E. coli
con cefotaxima acelerd su ciclo de divisidn durante
Ta primera hora (104,5 % mas que el control), una posible
explicacién a este comportamiento podria ser el dado
por ciertos betalactamicos que al ejercer su accion
a nivel de la pared, uniendose a las proteinas fijadoras
de penicilinas (PBP} ocasionarian una 1inhibicidn de
Ta formacidén del septum con Tla consiguiente formacidn
de formas filamentosas que se dividirian 1incrementando
rapidamente el nUmero de bacilos después del tratamiento
antibidtico.

Este efecto fué muy estudiado con concentraciones
subinhibitorias de ampicilina, mezlocilina, azlocilina
y cefsulodina sobre E. coli y P. aeruginosa (108, 192).
Algunos autores también hallaron ausencia de retraso
eh el crecimiento de bacterias gram-negativas al wusar
diversos betalactdmicos como ampicilina (193), cefamandol
{194) y cefotaxima (195); en la mayoria de los casos
para producir este retraso se necesitaron concentraciones
varias veces mayores que la CMI,
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Cefotaxima si produjo un retraso en la cinética
de crecimiento de §. aureus; su mayor retraso se abtuveo
en la primera media hora (129,4% més que el control)
donde 1incluso redujo el dnéculo de partida tras la
exposicidn antibidtica.

La diferencia de comportamiento entre E. coli
y $S. aureus podria estar relacionada con el tiempo
requerido por cada microorganismo para sintetizar nuevas
enzimas encargadas de la sintesis de la pared. Asi
por ejemplio Tas protefnas de bajo peso molecular
constituyen el mayor nUmero de PBP en los bacilos pero
no en los cocos, también el tiempo requerido para la
sintesis de 1a pared es wmas corto en bacilos (196).

De esta forma, la breve exposicidon de E. coljg
con cefotaxima no detendrfa del todo, el proceso de
divisidn, pero daria Tugar a bacilos dincompletos y
formas filamentosas. En 3. aureus el efecto de la
exposicidn podria ser mayor, T1os cocos tambi&n sufririan
una detencidon de su crecimiento, alteraciones estructu-
rales de su pared ¥y serian mds sensibles al trauma
ocasionado por los 10 minutos de centrifugacién asi
como a su posterior resuspensidn en un medio de incubacidn
menos favorable para su crecimiento (HBSS~gelatina
+ un 10% de suero); esto explicaria el descenso de
viabilidad observado en 1la primera media hora posterior
al previo tratamiento con cefotaxima. E] suero ho tuveo
ningin efecto bactericida apreciable sobre E. coli
y $. aureus,

La previa exposicién de S. aureus con netilmicina
produjo un retraso en su crecimiento de 1 hora
alcanzandose su maximo efecto durante Ta primera media
hora (44,2% mads que el control) en cambio con E. coli
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no se aprecid ningln efecto significativo.

Aqui las. diferencias de comportamiento entre
ambos microorganismos pueden estar en base a la capacidad
de recuperaciéon de su sintesis protéica, ya que una
breve exposicidon de S. aureus con netilmicina, podria
ser suficiente para bloquear de un moedo parcial esta
sintesis limitando la biodisponibilidad de ciertas
enzimas y protefnas necesarias para su crecimiento (114),

La accidén bactericida de 1los PMN en nuestras
experiencias se vidé favorecida de diferente manera.
Asi tras el previo tratamiento de E. coli con cefotaxima
se incrementd la accidn bactericida de los PMN en las
3 horas sigquientes, alcanzando su maximo valor en la
Gltima hora (112,8% mas que el control)}. En el tratamiento
con S. aureus este efecto perdurd durante 2 horas
alcanzando su maximo en la segunda media hora (120%
més que el control). En Tos ensayos de E. coli con
netilmicina el efecto durd solo 1 hora (62% mds que
el control) al igual que con S. aureus, aqui ademas
se alcanzé su maximo valor durante la primera media
hora (89,4% mds que el control)},

Existen experiencias similares que cbtuvieron
lTos mismos resultados con betalactamicos y aminoglicbsidos
tanto a concentraciones superiores a la CMI como
subinhibitorias.

Asi McDonald y cols. (114} hallaron un efecto
potenciador de 1la capacidad bactericida de Tlos PMN
al tratar E. coli con concentraciones mayores de Tla
CMI de cefoxitin, amoxicilina, ampicilina y gentamicina
durante un durante un corto tiempo de exposicidn

{(de 10 a 30 minutos).
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Watanabe y cols. (197) consiguieron también este
efecto potenciador dincubande E. coli durante 2 horas
con 1/4 de 1a CMI de ceftizoxima, Raponi y cols. (198)
con 1/2 de la CMI de netilmicina y ceftriaxona, V¥
Gutiérrez y cols. (199) con 1/2 de la CMI de ceftazidima
¥ gentamicina. En un trabajo mds reciente publicado
por Mandell y Afman (142) tras dncubar E., coli durante
1 hora con concentraciones subinhibitorias de cefotaxima,
su metabolito desacetilcefotaxima o Jjuntas se consiguid
potenciar la capacidad bactericida de los PMN.

En relacién con la cinética de crecimiento de
S. aureus (previamente tratadas con cefotaxima) en
presencia de PMN hay que decir que el efecto bactericida
registrado durante la primera media hora no es atribuible
a los Tleucocitos sino mds bien al antibiético, pero
después el efecto potenciador si es evidente,

Revisando los trabajos publicados por otros
investigadores podemos encontrar conclusiones semejantes
con $. aureus y otros betalactamicoes como penicilina G,
amoxicilina, ampicilina y meticilina donde wutilizando
concentraciones por encima de Jla CMI ocasionaron 1la
muerte de S. aureus por PMN (187,114 ). Root y cols,
(111} hallaron que S, aureus tratados durante 2 horas
con 1/4 de la CMI de penicilina G, fueron mas sensibles
a la accién de PMN, pero no encontraron este efecto
con gentamicina. Cuffini y cols. {201) determinarcn
el mismo efecto potenciador con ceftazidima, Friedman
y cols, (202) con nafcilina, Adinolfi y «cols. (190}
con imipenen.

Los trabajos con $. aureus y aminoglicésidos
~son escasos, debide a su poco uso por separado en
terapéutica de infecciones por Gram-positivos. Pero
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se encontrd en Gram-negatives como E. coli donde la
exposicidn con gentamicina fué suficiente para sensibi-
lizarla frente a los mecanismos microbicidas de los
PMN (114).

Los mecanismos por los cuales 10s betalactamicos
y los aminoglicdsidos favorecen la actividad de 1los
leucocitos no estdn muy <claros, pero parecen estar
relacionados con sus diferentes maneras de actuar.

Los betalactamicos actuan a nivel de la pared
uniéndose a unas proteinas fijadoras de penicilinas
(PBP). De esta manera producen una inhibicidn de T1a
sintesis de peptidoglicano y de esta forma alteran
la estructura de 1la pared. Este hecho hace también
que los antigenos de superficie queden mas expuestos,
favoreciendose una adecuada opsonizacion, principalmente
en nuestro caso por el complemento (203) y por
consiguiente facilitando la fagocitosis. Segin Root
y cols. (111} 1a modificacidn de la superficie de_S.aureus
por el previo tratamiento con antibidticos de pared
como la penicilina G, aumentaria su sensibilidad a
los mecanismos bactericidas no oxidativos de los PMN
(enzimas endogenas como la lisozima y ciertas proteasas),
como contraposicién a los mecanismos de muerte oxidativa

(204, 205).

Los betalactamicos también producen alteraciones
en 1los bacilos, asi exposiciones por betalactéamicos
a concentraciones subinhibitorias inducen filamentos
en_E. coli por una posible inhibicién de la D-alanina
carboxipeptidasa (108). Tambi&n pueden aumentar Ta
hidrofobicidad de Tla superficie celular favoreciendo
su reconocimiento (115, 206). Hay reduccidn de componentes
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para la sintesis de cédpsula con la consiguiente exposicion
de antigenos ocultos (114, 207). Xudurugawa y cals.
(118) observaron en Tas cefalosporinas un efecto inhibidor
sobre la capacidad de retencién de hierro por parte
de las bacterias, requerimiento esencial para su meta-
bolismoe y que de una forma dindirecta puede alterar
la sintesis de su capsula.

En el caso de los aminoglicdsidos estos actuan
a nivel del ribosoma uniéndose a la subunidad 30§ y
asi pueden dinterferir en la sfntesis de protefnas,
tales como la protefna A de la pared de S. aureus (208)
cuya funcién es impedir la opsonizacién {antifagocitaria),
Y otras enzimas que a su vez podrian comprometer Ja
sintesis de peptidoglicanos de forma que sus ensamblajes
en la pared resultaran defectuosas generando anomalias
(209). Todo ello finalmente, puede vrepercutir en una
mejor opsonizacidon y por tanto en un aumento de la
fagocitosis (210).

Veringa y cols. (211) demostraron que 1a inhibicidn
de Ta sintesis de protefna A de S. aureus por un inhibidor
ribosémico como clindamicina aumentaba sensiblemente
su tasa de fagocitosis por PMN.

En bacilos Gram-negativos Lida y Koike (212)
hallaron alteraciones en 1la estructura de la pared
a altas concentraciones de antibidtico. Los amino-
glicdsidos producen alteraciones de la sintesis proteica
con la consiguiente produccidn de proteinas extrafias
(114) y disminucidn del material antifagocitario (199,

213).

Diferentes medjos de incubacién pueden mostrar
efectos distintos en 1a bacteria tratada con el
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antibiético. Asi el previo tratamiento de 5. aureus
durante 10 minutos con 4 veces la CMI de netilmicina
en caldo de Mieller-Hinton (M-H) en nuestro experimento
ocasiond un aumento de sensibilidad a los PMN mientras
que con caldo de Triptona-Soja (T-5) no se aprecid
ningtn efecto. Esto también quedé reflejade en las
curvas de letalidad donde el tiempo maximo de exposicidn
antes de que empezara el descenso de viabilidad con
M-H era de 10 minutos mientras que con T-5 se& alargo
hasta los 30 minutos.

Es bastante conocido el poder nutritivo del caldo
Triptona-Soja asi como su poder de resucitacidn de
esporas previamente calentadas {214). Por todo ello
creemos que este medio es mas favorable para S. aureus
y le permite soportar mejor durante un periodo de tiempo
relativamente mas largo, el efecto del antibidtico.
No se ha demostrado pero pensamos que con un periodo
de exposicién mds largo, obtendriamos efectos perecidos
al experimento con Miueller-Hinton.

Otros investigadores encontraron otros efectos
de los medios de incubacidén utilizados para‘ la previa
"exposicidn de bacterias con antibiéticos; asi con_S.aureus
previamente tratado con trimetroprim en calde de Triptona-
Soja no se detectd ningun retraso eén su crecimento
normal, pero si con caldo de Mieller-Hinton. En este
caso, parece que la mayor concentracién de timidina
en el caldo de T-$ inhibié 1la accion del trimetoprim
(215). Wilson y Rolinson (200) no vieron diferencias
en el retraso de crecimiento de _S. aureus previamente
tratadas con penicilina G en caldo nutritive o en infusiodn

de cerebro y corazdn.

para concluir diremos que la exposicion de E.colf
y S, aureus a cefotaxima ¥ netilmicina durante un corto
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periddo de tiempo a concentracidn superinhibitoria
es suficiente para producir en las bacterias alteraciones
morfoldgicas y funcionales que pueden retrasar sus
crecimientos normales {excepto E. coli con cefotaxima);
y lo que es mas importante, 1los hacen mis sensibles
a los mecanismos microbicidas de los PMN. Por
consiguiente, aunque no puedan tener una buena penetracidn
y actividad intracelular, si pueden de una forma indirecta
colaborar a la erradicacién del patdgeno; maxime en
aquellos paciente donde ya sea por la edad, drogadiccidn,
postoperatorios, sida etc; tengan sUs mecanismos de
defensa debilitados.



- 170 -

EFECTO INDIRECTO DE FLUCONAZOL ACTUANDO  SOBRE
LA SUSCEPTIBILIDAD DE Candida albicans FRENTE
A LOS MECANISMOS MICROBICIDAS DE LOS PMN.

En comparacién con los agentes antibiéticos,
los avances en farmacos para el tratamiento de infecciones
por hongos son mds vrecientes,. La anfotericina B es
el principal antifingico que se utilizé en los afios
50, mientras que las sulfamidas ya se utilizaban en
los 30, asi no es de extrafiar que en este campo se
1leve un retraso de 20 afics.

En la actualidad se ha detectado un aumento de
las infecciones por hongos oportunistas, sobre todo
en pacientes inmunodeprimidos (216, 217, 218, 219).
Ademis los hongos que antes se consideraban colonizadores
inofensivos ahora se han transformado en patégenos
y algunos de ellos son resistentes a varios antiflgicos
(220, 221, 222). Ello ha hecho que se promoviera la
produccién de farmacos nuevos més efectives; y también
que aumentara la necesidad de realizar pruebas de suscep-
tibilidad "in Vitro" para informar a los clinicos cuales
son los tratamientos méds adecuados.

E1 fluconazol pertenece a la familia de los azoles
(triazoles), es un antiflngico oralmente activo y desde
hace poco, aprobado por la administracién de sanidad
americana para el tratamiento de candidiasis ¥ meningitis
por criptococos en pacientes con sida. Las ventajas
del fluconazol son su ‘gran solubilidad, baja unién
a protefnas, alta biodisponibilidad, Tlarga vida media,
estabilidad metabélica (150) y buena penetracidn en
el 1iquido cefalomaquideo (LCR) (223, 224).
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El primer problema que presentan los antiflngicos
es la falta de reproductibilidad encontrada en las
pruebas de susceptibilidad. Esto quedd patente en los
trabajos de varios grupos de investigadares, que
estudiaron una gran variedad de férmacos como Tla anfo-
tericina B, flucitosina, ketoconazol y fluconazol (225,
226, 227, ©228). Existen varios factores que pueden
afectar los resultados de las pruebas de susceptibilidad;
tales como el medio de dincubacién (229, 230, 231, 232,
233, 234, 235), pH del medio (229, 231, 235, 236),
tiempo de lectura de los resultados y tamafio del indculo
(158, 225, 237, 238).

En nuestro estudio se ha valorado la susceptibilidad
del fluconazol para Candida albicans por el método
de macrodilucién en caldo YNB con un 1% de glucosa
y tamponado para evitar los efectos negativos del cambio
de pH (239, 240).

La determinacién de la CMI 'y Ta Clgg (227) se
realizé6 en dos pH, uno a 5,4 y otro a pH neutro. De
estos resultados obtenidos se observd un efecto importante
del pH, asf a las 24 horas a pH 5,4 la CMI fué igual
a 20 ug/ml y la Clg, de 4 ug/ml, mientras que a pH
7,2 la CMI y Tla Clgy fueron jguales a 0,8 ug/ml. A
las 48 horas, a pH 5,4, la CMI y Tla Clg, fueron de
100 ug/ml, mientras que a pH 7,2 la CMI y la Clgy eran
de 4 ug/ml. E1 efecto del pH tiene una estrecha relacidn
con e] ciclo de division, y la cé&ndida crecia mejor
a pH 5,4. E1 cambio de valores de las CMI y CI50 en
el tiempo se debe a que 1los azoles tienen una tasa
fungistatico/fungicida alta a concentraciones terapéuticas

(241).
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Estos resultades coinciden con los de Van't Wout
y cols. (242) quienes determinaron la CMI a pH neutro
en 0,8 ug/ml, o los de Cook y cols. (228). Por contra
McIntyre y cols. (227) determinaron una CMI y una Clyy
algo menor, 0,5 ug/ml y 0,25 ug/ml respectivamente,
a las 24 horas pero en un medio para hongos con
aminodcidos. Anaissie 'y cols. (243) encontraron una
CMI de 0,25 ug/ml.

Todo esto ho hace mas que remarcar el problema
antes mencionado y que en el caso de los azoles se
agrava mas. Pese a todo, Tlas CMI ¥y CI50 se encuentran
dentro de las concentraciones terapéuticas que se pueden
obtener en sangre, tejidos humanos y animales de experi-
mentacion (149, 227, 244, 245).

La discrepancia entre la eficacia "in Vivo" de
los azoles como el fluconazol frente a candidiasis
diseminadas en ratones granulocitopénicos {246, 247,
248) y su limitada actividad "in Vitro" demostrada
en curvas de letalidad nos hizo pensar enh un posible
efecto cooperative de estos antifingicos con los
mecanismos de defensa del huesped (228, 246, 262).

A1 intentar valorar la sensibilidad de G, albicans,
previamente tratadas con fluconazol, a la accidn fungicida
de PMN, nos encontrdbamos con dos problemas; primero,
se necesitaba un tamafio de 1indculo superior al utilizado
en pruebas de susceptibilidad (106 ufc/m1  frente a
10 ufc/ml) y puesto que habia un fuerte efecto indculo
(226) tuvimos que realizar una segunda prueba de suscepti-
bilidad determinando una nueva Clgq ¥y un tiempo de
exposicién adecuado. Como no se puede hallar ninguna
para ese indculo, se calculd 1la 0125 {concentracidn
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minima que redujo el crecimiento de G, albicans una

cuarta parte respecto a su control). EI resultado final
fué una CI25 de 4 ug/ml durante 6 horas, una concentracidn
y un tiempo que se pueden alcanzar én secrecciones
vaginales (254), en esputo (253), en el fluido
cerebroespinal (224), tejidos vaginales (251) o en
orina y suerao {250, 255).

E1 otro problema era la tendencia que tenia
C. albicans a formar filamentos en presencia de suero
(264, 265). Asi Lehrer y cols. (80) demostraron que
cuando se incuba €. albicans con suero, despues de
4 horas los organismos crecian en fase miceliar y podian
“alterar de forma engafiosa el nimero de unidades viables
en un recuento en placa, asi si una sola célula de
una cadena miceliar sobrevive a la fagocitosis podia
formar una colonia y ocultar el hecho de que otras
células habian sido destruidas por los PMN.

Llegados a este punto tampoco podiamos prescindir
del suero en nuestro experimento ya que SON indispensables
sus factores para una fagocitosis efectiva, de esta
manera se fijé el tiempo de incubacién de <candidas
(previamente tratadas con fluconazol) con tos PMN en
3 horas. De inmediato se observd retraso en el crecimiento
de _C. albicans previamente tratadas con fluconazol
y en ausencia de PMN, Este efecto se atribuyd al
antifingico ya que el suero a un 104 no tuvo ningiln
efecto fungicida apreciable.

E1 principal mecanismo de accién del fluconazol
es la dnhibicién de 1la sintesis de ergosterol, que
es el mayor esterol encontrado enh membranas de hongos
y levaduras. Su inhibicién puede tener numercsos efectos
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sobre la actividad de las enzimas de membrana (148,
256, 257). Se cree que todos Tlos triazoles podrian
tener un modo de accién mds directo sobre los fosfolipidos
de wmembrana. Tambien podrian inhibir la oxidacidn del
citocromo C y las enzimas peroxidasas, provocando por
tanto un aumento en la generacidn de perdxidos
intracelulares (258, 259, 260).

La interaccién del fluconazol con 1los mecanismos
de defensa del huesped Van't Wout y cols. (242) tratando
con fluconazol (2,5 a 20 mg/kg) ratones infectados
con C. albicans, normales y neutropénicos, no hallaron
diferencias en su efectividad, Abruzzo y cols. {140)
incubando PMN con fluconazol encontraron un descenso
en la produccién de quimiluminiscenciaj mientras que
Roilides y cols. {141) no determinaron ningln efecto
de interferencia del fluconazol sobre Tlas funciones
de Tos PMN al igual que Senior y Shaw (261). Van Etten
y cols. (262) estudiaron el efecto intracelular de
fluconazol en macrdfagos infectados por L. albicans
y no detectaron ningin efecto pese a que esé triazol
tenia una buena penetracién intracelular {263), ni
tan siquiera el previo tratamiento de C. albicans durante
30 minutos aumentd la actividad intracelular posterior.

En nuestro estudio si se vid un efecto potenciador
de 1a sensibilidad de €. albicans a la accion bactericida
de los PMN. Este durd una hora despues de un previo
tratamiento con 4 ug/ml de fluconazol durante 6 horas.
Hubo un aumento del 43,8 % con respecto a su control.

Una posible explicacidn puede ser que . albicans
tras el tratamiento con fluconazol sufre alteraciones
morfolégicas y funcionales {ya comentado) y pueden
ser mis facilmente opsonizados y fagocitados por lTos PMN;
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ya en su interior serian destruidos por la Mielo-
peroxidasa, wuna enzima lisosomal (252}, produciéndose
un aumento del <consumo de oxigeno ¥y generacidn de
peroxidos de hidrogeno (252, 266},

Estos hechos podrian explicar, en parte, las
diferencias de efecto entre las pruebas de susceptibilidad
"in Vitro" y los resultados terapéuticos reales.
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6.-_ CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES.

A/ Los macrdfagos son wuna parte importante en
el sistema de defensa del huesped, son necesarios para
el buen desarrollo de Ta respuesta inmune especifica.
Por todo ello, estudiamos el efecto que podian tener
cefotaxima y netilmicina sobre sus furnciones bésicas
obteniendo las siguientes conclusiones:

1.A- Ni cefotaxima ni netilmicina afectan signi-
ficativamente 1la adherencia de los macréfagos
a placas MIF,

2.A~ La quimiotaxis y 1la movilidad esponténea
de Tos macréfagos no se ven modificadas por
netiimicina. Cefotaxima potenciéd la movilidad
espontdnea ¥ Ta quimiotaxis a las dosis terapéutica
y sobreterapéutica respectivamente.

3.A~ Cefotaxima y netilmicina no afectaron la
adhesidén de Tos macrdéfagos a las candidas, ni
su posterior fagocitosis;, independientemente
de que se usaran candidas previamente opsonizadas
con suerc o no.

B/ Los leucocitos polimorfonucleares son los
fagocitos profesionales por excelencia. En esta parte
del trabajo se realizd un estudio del efecto que podian
producir cortas exposiciones de cefotaxima y netilmicina
(30 y 10 minutos vrespectivamente) a concentraciones
sobreinhibitorias (4 veces la CMI} sobre las cinéticas
de crecimiento de [Escherichia c¢oli y Staphylococcus
aureus en presencia o ausencia de PMN. Con fluconazol
se estudid este mismo efecto sobre C(andida albicans
pero usando una larga exposicidn a concentracidn
terapéutica. Se obtuvieron las siguientes conclusiones:
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1.B- E1 pretratamiento de E. coli con cefotaxima
aumentd su ciclo de divisidn en la primera hora
posterior al tratamiento mientras que en S.aureus
retrasdé su crecimiento en las dos primeras horas.

2.B- Cefotaxima incrementé 1a susceptibiiidad
de E. coli a los mecanismos microbicidas de
los PMN durante las 3 horas siguientes al
tratamiento mientras que en S. aureus fué durante
2 horas.

3.B- HNetilmicina no afectd al crecimiento de
E. coli pero si aumentd su sensibilidad a 1la
accidén de los PMN durante la primera hora.

4.B- E1 medio de incubacidn tuvo un papel relevante
en el tratamiento de $. aureus con netilmicina,
asi, en caldo de Mueller-Hinton se observd un
retraso de crecimiento v un aumento de
susceptibilidad a 1a accidn microbicida de 1os
PMN  durante Ja primera hora posterior al
tratamiento mientras gque en calde Triptona-Soja
la breve expesicidn antibidtica no tuvo ningian

efecto.

5.B- La exposicién de C. albicans con 4 mg/]
de fluconazel durante 6 haras produjo un retraso
en su crecimiento durante las 3 horas posteriores
al tratamiento y aumentd su susceptibilidad
a la accidn de los PMN durante la primera hora.
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