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Introducción

1 PERSPECTIVA HISTÓRICA.

Desde que se empezaron a utilizar los antibióticos con fines

terapéuticos, se intentaron desarrollar unos métodos de investigación para

relacionar el efecto “in vitro” que presentaban estas moléculas sobre los

patógenos, con el efecto terapéutico real, esto es, con la capacidad que

presentaba dicho fármaco para eliminar los microorganismos causantesde una

infección en un individuo. Ambos parámetros no tenían porque coincidir y

aunque, generalmente, una mayor potencia demostrada “in vitro” por un

determinado antimicrobiano se correspondía con una mayor acción “in vivo<,

no siempre ocurría esto. Este es un problema que continua produciéndose

actualmente con algunos antimicrobianos que se ensayan en el laboratorio, ya

que en condiciones fisiológicas se ponen en juego un número mayor de

factores, y no únicamente bacterias y antibióticos. Cuando se administra un

fármaco a un individuo hay que considerar, por ejemplo, los parámetros

farmacocinéticos de cada antimicrobiano, como su unión a proteínas

plasmáticas, difusión tisular, etc. Además, por supuesto, hay que tener en

cuenta las relaciones que se establecen con el sistema inmune del individuo.

Por ello, una buena evaluación “in vitro” de la eficacia terapéutica de los

antimicrobianos necesita de mejores criterios que exclusivamente los definidos

como concentración mínima inhibitoria y concentración mínima bactericida.

Los métodos actuales de estudio pretenden conseguir cada vez una mayor

correlación entre lo que ocurre en el laboratorio y la situación que se produce

en el organismo y ajustarse así cada vez más a las condiciones fisiológicas.

Aunque reproducir todas las condiciones que se establecen en el

organismo sea una labor complicada y seguramente no pueda llevarse a cabo

en condiciones experimentales, sería bueno aproximarse el máximo posible a

estas condiciones antes de realizar ensayos ‘in vivo”. A este respecto se han
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Introd ucción

descrito numerosas experiencias que tratan de obtener una mejor medida de

la eficacia terapéutica de un determinado fármaco de la que se consigue con

criterios tales como la CMI y la CMB. McDonald y cols. (1> y Bundtzen y cois.

(2> describieron un período de escaso crecimiento bacteriano tras una breve

exposición de las bacterias a diferentes tipos de antibióticos empleando el

término P.A.E. (Postantibiotic Effect), efecto que ya había sido introducido

anteriormente por Eagle y cols. con preexposiciones bacterianas a penicilina.

Actualmente el P.A.E. ha sido hallado en varias clases de antibióticos y su

estudio se aplica prácticamente a todos los nuevos antimicrobianos que

aparecen. Con estos estudios se trata de examinar que es lo que ocurre

cuando los microorganismos dejan de tener contacto con el antimicrobiano,

es decir, como se recuperan después del tratamiento antibiótico. Este efecto

también se produce en condiciones fisiológicas cuando se deja de administrar

un determinado antibiótico y debido a los mecanismos de lavado del

organismo se van reduciendo progresivamente sus niveles en suero.

Además como ya quedaba demostrado, debido al efecto postantibiótico

que conferían algunos antibióticos, la concentración de estos no tenía que ser

superior a la CMI en el suero durante largos períodos de tiempo, como ocurría

en la mayoría de los regímenes de dosificación de los antibióticos empleados

normalmente (3), puesto que el P.A.E. provocaba una fase de latencia en el

crecimiento bacteriano después de que el antibiótico hubiera desaparecido. En

función de esto se podrían espaciar las dosis adecuandolas a un intervalo

óptimo para cada fármaco, estableciendo así terapias discontinuas eficaces.

De esta forma, se observa que cuando trabajamos con antibióticos

existe un efecto P.A.E. que confiere una ventaja al huésped. De todos modos,

es improbable que esta sea la única explicación para el éxito de una terapia

antibiótica discontinua. Según Weinstein y Dalton <4) la efectividad

terapéutica de un antibiótico dependía también de los mecanismos de defensa

del huésped. Esta era una idea que estaba olvidada hasta hace pocos años,
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Introducción

el sistema de defensas del organismo parecía tener un papel de escasa

importancia en comparación con las terapias antibacterianas, hasta tal punto

que se creía que las enfermedades infecciosas podrían ser completamente

eliminadas debido, sobre todo, a la acción de estos agentes (5).

En un proceso infeccioso que tiene lugar en el organismo intervienen,

efectivamente, además de los dos factores en los que nos hemos centrado

hasta ahora un tercero, que hace variar la eficacia del antibiótico, es el

sistema inmune del huésped. Entre estos tres factores se establecen una serie

de interacciones, que se observan en el Triángulo de Davis y cols (6>, y que

son responsables de la mayor o menor eficacia del tratamiento quimioterápico.

HUESPED

RESISTENCIA

MICROORGANISMO 7f. ANTIMICROBIANO
SENSIBILIDAD

Triángulo de Davis.

Por supuesto este sistema no es cerrado y se producen una serie de

interacciones con otros factores (7>, por ejemplo, sobre el sistema inmune

actúan el sistema hormonal y a través de éste también el sistema nervioso,

INFECOION FARMACOGINETICA

INMUNIDAD TOXICIDAD
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Introducción

o se ve afectado por estímulos externos tales como el estrés, la nutrición, etc.

Los agentes antibacterianos también actúan sobre los sistemas generadores

de colonias (sistema hematopoyético> y también podrían alterar el sistema

neuroendocrino y los genes que controlan a este (7).

Desde que se conoció que el sistema inmune era el responsable natural

de las defensas contra los microorganismos invasores, muchos autores han

tratado de estudiar su posible alteración por los agentes antibacterianos.

Actualmente se sabe que algunos antibióticos pueden actuar además como

inmunoestimuladores, aumentando la respuesta inmune del organismo. Estos

antibióticos serán en un futuro los más utilizados y de hecho ya se está

estudiando la utilización de determinados antibióticos conjuntamente con

algunos factores estimuladores de las colonias de granulocitos y monocitos.

Uno de los primeros en estudiar el efecto del sistema inmune en la

eliminación de bacterias, después de la interacción de estas con penicilina

fueron Rammelkamp y Keefer (8>. Posteriormente muchos grupos observaron

‘in vitro” que los leucocitos producían un aumento de la eliminación

bacteriana tras un pretratamiento de las bacterias con niveles suprainhibitorios

de ant¡biótico (9,10).

Do igual forma que las bacterias sufrían un retraso en el crecimiento

después de una exposición a algunos antibióticos, McDonald y cols <10,11>

y Pruul y cols. (12-15), demostraron que microorganismos en fase

postantibiotica son más sensibles a la fagocitosis y muerte por leucocitos

humanosy llamaron a este fenómeno efecto P.A.L.E. (Postantibiotic Leukocite

Enhancement)..

En los últimos años se han publicado numerosos y muy variados

estudios que tratan de conocer y profundizar en las relaciones que se

establecen entre estos tres elementos que ya hemos mencionado: antibiótico,

microorganismo y sistema inmune. Algunos autores se encargan de estudiar

este efecto P.A.L.E. y someten a las bacterias durante un corto período de
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Introducción

tiempo a elevadas concentraciones de antibiótico (12) o a concentraciones de

antimicrobiano inferiores a la CMI (16, 17). Otros estudian las variaciones que

se producen en el efecto fagocítico y bactericida de los leucocitos cuando se

les expone a un pretratamiento antibiótico y después de eliminar este

incorporan los microorganismos (18>, o como es el caso que nos ocupa

exponemos continuamente los PMN y bacterias juntos a la acción del

antimicrobiano.

La exposición “in vitro” de bacterias a concentraciones terapéuticas de

antibióticos con diferentes mecanismos de acción pone de manifiesto que la

estructura externa de la célula queda alterada debido a este tratamiento (19,

20), con los consiguientes cambios en sus propiedades; cambios en los

antígenos de superficie (21-24>, en las características de hidrofobicidad (25>,

en la excreción de toxinas, enzimas <26), y lipopolisacáridos (20, 27>,

cambios en el grosor de la pared <28, 29) y en las propiedades de adherencia

(30). Obviamente estas alteraciones en la pared externa de la bacteria serán

mayores si el antibiótico es un IS-lactámico, puesto que actúan precisamente

sobre estas estructuras.

Los mecanismos por los cuales se modula la sensibilidad a la muerte

fagocítica son en parte desconocidos, y podría deberse a una mayor captura

fagocítica. En este sentido, Pruul y cols. (31) descubrieron que un aumento

en la muerte de estreptococos del grupo A por leucocitos, después de una

exposición a eritromicina era dependiente de la captura fagocítica. También

podría deberse a un incremento en la muerte celular una vez que la bacteria

ha sido ingerida por el leucocito <13). Seguramente estos mecanismos

variarán dependiendo de la bacteria y del antibiótico en cuestión.

La interacción entre neutrófilos y bacterias va a marcar el equilibrio

entre el estado de enfermedad y salud y esto se ha demostrado porque

muchas infecciones ocurren en períodos de neutropenia profunda y algunas

infecciones crónicas tienen lugar en enfermos con defectos congénitos en las

7



Introducción

funciones de los neutrófilos, en los cuales no se produce esta interacción

bacteria-neutrófilo. Nos interesa, por tanto, averiguar si los antibióticos actúan

de forma sinérgica junto con los PMN en la eliminación de las bacterias, y ver

si los antibióticos favorecen la eliminación y/o unión de los PMN y las

bacterias.

Por otra parte, es cierto que el máximo aumento en la actividad

leucocitaria, esto es, el aumento en las funciones de los leucocitos, requiere

la participación de anticuerpos y factores de complemento <10), puesto que

con estos elementos del sistema inmune favorecemos una mayor interacción

entre la bacteria y el fagocito, además de la propia capacidad bactericida

inherente al complemento y a los anticuerpos.

Por todo ello, a través del estudio de estos factores pretendemos

conseguir una mejor evaluación de la actividad de los antimicrobianos,

relacionando estos con los microorganismos y con el sistema inmune, relación

que se pone de manifiesto en cualquier proceso de infección bacteriana.

También tratamos de obtener una mayor correlación entre los datos de estos

ensayos y los que se obtienen “in vivo” para determinar, en lo posible,

intervalos seguros y eficaces en la administración de antibióticos.

En este trabajo nos centraremos en estudiar las relaciones que se

establecen entre los leucocitos PMN del sistema inmune, dos antibióticos de

probada eficacia como son cefotaxima y amoxicilina (también compararemos

los resultados con diferentes concentraciones de amoxicilina-ácido

clavulánico) y que operan a través del mismo mecanismo de acción, y tres

cepas de una misma especie bacteriana, Streotococcus oneumoniae

observando, para ello, las variaciones que se producen en su cinética de

crecimiento.

A continuación mencionaremos brevemente cada una de las partes que

están implicadas en este estudio y las relaciones que se establecen entre

ellas.

8



Introducción

2. SISTEMA INMUNE

El sistema inmune está constituido por elementos celulares en íntima

relación con factores humorales, y permite al organismo reconocer ciertos

elementos extraños, así como defenderse de ellos. En los mecanismos de

defensa se engloban respuestas inmunes específicas e inespecíficas.

La inmunidad inespecífica consiste en la fagocitosis, la respuesta

inflamatoria, y la lisis celular a través de la vía alternativa del complemento

<en la que no intervienen anticuerpos).

En la inmunidad específica, el estímulo, después de interaccionar con

el sistema inmune, induce la síntesis de productos celulares específicos (como

anticuerpos, linfocinas, etc.>. En esta respuesta participan grupos

especializados de linfocitos y se generará una memoria inmunológica

específica para el agente que la desencadenó. En esta inmunidad específica

intervienen dos tipos de efectores:

Un producto celular específico, los anticuerpos, sintetizados por los

tejidos linfoides (inmunidad humoral>.

- Los linfocitos sensibilizados específicamente (inmunidad celular).

Como todos los tipos celulares de la sangre, las células del sistema

inmune también proceden de células madre pluripotentes primitivas a través

de dos líneas principales de diferenciación:

- La línea linfoide que dará lugar a los linfocitos

- La línea mieloide que producirá, entre otras, las células fagocíticas.

Los fagocitos se dividen en dos tipos básicos, el sistema mononuclear,

constituido por los monocitos que al pasar a los tejidos se transforman en

macrófagos, y el grupo de los granulocitos polimorfonucleares que constan

de un núcleo polilobulado y granulaciones típicas en su citoplasma. Dentro de

estos podemos diferenciar según la afinidad que presentan sus gránulos por

9



Introducción

los colorantes ácidos o básicos, los eosinófilos, basófilos y neutrófilos. De

estos tres tipos celulares el neutrófilo tiene una gran actividad fagocitica,

mientras que el eosinófilo presenta mucha menor actividad.

2.1 LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTRÓFILOS

2.1.1 Origen y desarrollo

Los neutrófilos tienen su origen en la unidad formadora de colonias

granulocito-monocito (UFC-GM>, que mediante la acción del factor estimulante

de colonias <CSF), liberado por macrófagos y linfocitos T activados en

respuesta a determinados estímulos, producen colonias mixtas de monocitos

y polimorfonucleares neutrófilos.

Este sistema está regulado por un mecanismo de feed-back negativo,

de forma que, factores liberados por macrófagos <prostaglandina E> y por

neutrófilos (lactoferrina) inhiben la producción de CSF (32).

Los mielocitos se forman en el compartimento mitótico proliferativo de

la médula ósea a partir de células pluripotentes en aproximadamente 7,5 días,

pasando por una serie de estadios celulares intermedios; promieloblastos,

mieloblastos, promielocitos y mielocitos. Todas estas células tienen capacidad

de división. Más tarde en el compartimento no proliferativo (postmitótico) de

la médula ósea se diferencian, en metamielocitos, neutrófilos segmentados

incompletos, y finalmente en neutrófilos maduros que se acumulan en el

compartimento de depósito medular de donde pasaran al torrente circulatorio.

Los neutrófilos maduros permanecen un corto período de tiempo en la sangre,

pero no todos circulan libremente ya que algunos (el 50%> quedan retenidos

por los vasos sanguíneos de pequeño calibre o se adhieren a las paredes de

vasos mayores. Posteriormente los leucocitos PMN pasan a los tejidos donde

finalizan su ciclo vital que sólo dura unos pocos días.

10
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2.1.2 Morfología

Los leucocitos PMN son células esferoidales de 12 - 15 pm de tamaño

con un núcleo segmentado en 2 - 5 lóbulos. Contienen unos gránulos

citoplasmáticos que aparecen durante su maduración. Los gránulos azurófilos

o primarios aparecen en la fase temprana de la maduración y comparten

muchas características con lisosomas de células de otros tejidos, son

lisosomas típicos. Los gránulos secundarios o específicos aparecen en una

etapa intermedia en el desarrollo de los neutrófilos, son menores que los

primarios y no son realmente lisosomas. Al ir madurando las células aumenta

el número de gránulos secundarios que llegan a predominar sobre los

primarios (33). El citoplasma del neutrófilo es rico en microtúbulos y

microfilamentos que confieren a la célula gran movilidad <34>.

En condiciones normales los PMN representan del 60 al 70% de los

glóbulos blancos presentes en la sangre periférica de un hombre adulto. Cada

día entran en el torrente sanguíneo 1011 nuevos PMN maduros.

2.1.3 Funciones

Los neutrófilos constituyen el principal sistema de defensa del

organismo ante la mayor parte de las infecciones bacterianas. Son la primera

línea de defensa celular una vez que los microorganismos han atravesado la

piel, además intervienen en las reacciones inflamatorias de origen no

inmunológico y muestran ciertas propiedades características que les hacen ser

los causantes de la producción de lesiones tisulares.

Para cumplir estas funciones los neutrófilos realizan una serie de

acciones que llevan a cabo en etapas sucesivas, a veces superpuestas, estas

son fundamentalmente, el quimiotactismo, la adherencia, la fagocitosis y la

liberación de los componentes del neutrófilo.

Aunque la actividad microbicida del PMN es el resultado de la suma de

estas fases, el neutrófilo actúa en íntima relación con el sistema humoral y
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con otros procesos inmunitarios celulares, ejerciendo sus funciones en unión

con anticuerpos, complemento (35> y factores quimiotácticos (36, 37).

Además los PMN también pueden interactuar con unas moléculas que no

pertenecen al propio organismo como son los antibióticos. En este sentido, se

ha demostrado la capacidad de muchos antimicrobianos de afectar a las

funciones de los PMN, como a su quimiotaxis, fagocitosis y muerte

bacteriana.

2.1.3.1 Quimiotactismo

Los PMN, como otras muchas células fagocitarias, pueden migrar

activamente hacia determinados tipos de estímulos que los atraen, este

fenómeno se denomina quimiotactismo. A parte de otros tipos de

movimientos que puede tener el PMN. el quimiotactismo supone la migración

de la célula, siguiendo un gradiente ascendente de alguna sustancia

quimioatractiva que es liberada en algún lugar del organismo.

Los PMN responden a diferentes tipos de estímulos quimiotácticos

entre los que se encuentran, factores liberados por muchas bacterias durante

su desarrollo, factores secretados por linfocitos, un factor liberado por los

propios neutrófilos, y una enzima de los sistemas de coagulación y de

producción de cinina, la calicreina (33>. Pero el más potente estímulo

quimiotáctico al que responden los PMN se encuentra en algunos elementos

de estructura polisacarídica existentes en la membrana de algunas células y

endotoxinas bacterianas y sobre todo a unas sustancias que se liberan al ser

activado el sistema de complemento tras la formación del complejo antígeno-

anticuerpo, estos factores liberados son el complejo trimolecular activado

C567, el C3a y el CSa que parece ser el más activo de todos (38>.

Todos estos factores difunden desde su punto de producción

estableciendo un gradiente de concentración. Los neutrófilos al entrar en

12
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contacto con ellos son activados y progresan hacia la fuente del estimulo.

Los antibióticos como tetraciclinas y aminoglicósidos inhiben la

respuesta quimiotáctica de los leucocitos <39>, algunos macrólidos la

estimulan, mientras que la clindamicina, rifampicina (40), y lA-lactámicos a

concentraciones terapéuticas normales no la afectan <39).

2.1.3.2 Adherencia

Se puede conseguir un contacto entre la partícula que va a ser

fagocitada y el PMN de forma totalmente inespecífica, esto es, en ausencia

de anticuerpos o complemento sérico, ello obedece principalmente a

propiedades de la superficie de la partícula a fagocitar, como su tensión

superficial o falta de afinidad por el agua. Sin embargo, la fagocitosis puede

ser facilitada por distintos anticuerpos, pues las partículas cubiertas por estos

son ingeridas de manera más eficaz. También el complemento puede

intervenir como amplificador de este fenómeno, del que hablaremos más

adelante. Este principio facilitador de la fagocitosis por los anticuerpos y el

complemento se denomina opsonización y las partículas que lo realizan se

denominan opsoninas.

La opsonización se encarga de que se establezca el reconocimiento y

un sólido contacto con los elementos que van a ser ingeridos antes de que se

produzca la verdadera ingestión. Esto es debido a que en la membrana de los

fagocitos hay unos receptores específicos para el fragmento Fc, invariable, de

una molécula de inmunoglobulina (lg) y también receptores para algunos

componentes del sistema de complemento.

Las lg se unen por sus brazos Fab, variables, a los antígenos de las

bacterias y el brazo Fc se une al receptor específico del fagocito.

Dentro de las lg, la lg G es la que mayor capacidad opsónica directa

presenta. La lg M tiene una actividad opsónica secundaria a su capacidad de

activar el sistema de complemento (41>.

13
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En cuanto al complemento, se diferencian receptores específicos para

C3b, C4b y C3d en la membrana del PMN <42).

La capacidad de los antimicrobianos de modificar la adherencia de los

PMN por la bacteria se basa en una acción directa del antimicrobiano sobre

la bacteria. Esto se produce por el debilitamiento de la estructura bacteriana

y el afloramiento a la superficie de algunos antígenos que van a facilitar la

opsonización y por tanto el contacto con el PMN, debido fundamentalmente

a la exposición de la bacteria a los antibióticos. En este sentido podemos decir

que la fagocitosis de 5. aureus se incrementa tras la inhibición de la síntesis

de proteína A, que impide la opsonización de la bacteria <43>, debido a la

exposición a clindamicina y ácido fusídico <23>. La gentamicina aumenta la

fagocitosis de algunas bacterias debido a que también incrementa su

opsonización (44). El pretratamiento de E. coli con netilmicina también eleva

el gasto de complemento a la vez que la fagocitosis (45).

2.1.3.3 Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso de ingestión de la partícula. Una vez que

la partícula ha sido adherida a la superficie del fagocito, este forma una

invaginación de su membrana plasmática englobándo la partícula en una

vacuola fagocítica, formando así lo que se denomina un fagosoma.

Modificaciones morfológicas que acompañan a la fagocitosis

Cuando se forma el fagosoma los gránulos citoplasmáticos unen sus

membranas con las de aquel y entran en contacto los contenidos de ambas

vesículas constituyendo un fagolisosoma.

Los gránulos <primarios> de los PMN contienen gran cantidad de

enzimas hidrolíticas y otras sustancias bactericidas, de modo que cuando

estas enzimas se ponen en contacto con los microorganismos ingeridos, se

inicia el proceso de su destrucción. Estas enzimas hidrolíticas tienen un pH

óptimo de actuación ácido, que se puede conseguir en el fagolisosoma por la
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producción de ácido láctico.

Fenómenos metabólicos que acompañan a la fagocitosis: procesos

antimicrobianos
Después de formarse el fagosoma se producen en la célula una serie de

alteraciones en sus reacciones bioquímicas, en conjunto estos cambios se

conocen como ‘crisis respiratoria” y comprenden: aumento de la glucolisis,

aumento importante de la actividad de la vía de corto circuito de la hexosa

monofosfato y un incremento del consumo de oxígeno, de producción de

H202 y de ácido láctico.

Los mecanismos antimicrobianos que se desencadenan como

consecuencia de la crisis respiratoria fueron agrupados por Klebanoff,

dependiendo de su necesidad o no de oxígeno y se pueden observar en la

siguiente tabla (46):

1. Que dependen de 02 2. Que no dependen de 02

A. Con intervención de a. Acidez del medio
mieloperoxidasa (MPO> b. Lisozima

c. Lactoferrina
B. Que no dependen de MPO d. Proteínas catiónicas

en gránulos.
1. H202
2. Anión superóxido
(~2)
3. Radical hidroxilo
(OH)
4. Oxígeno en “singlete’
<02).
5. Complejo ascorbato -

peróxido ion metálico
6. Oxidación de ácido
aminado

Las causas por las que los distintos antibióticos influyen en la

fagocitosis y en los procesos antimicrobianos, dependen, entre otros factores,
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del mecanismo de acción de cada fármaco. Los IS-lactámicos tienen una

escasa permeabilidad en la célula fagocítica, por lo que en general, van a

afectar poco a los procesos que se producen en el interior del PMN después

de que una partícula halla sido ingerida. No obstante, tenemos ejemplos en los

que se ponen de manifiesto variaciones en estos efectos intracelulares. Se ha

observado que cefotaxima incrementó la muerte de S. aureus opsonizado y

la respuesta oxidativa de los PMN. Cefodizima aumentó la muerte intracelular

de algunas bacterias, aunque en este caso se produjo por la interacción con

el sistema independiente de 02 de los PMN <47).

2.1 .3.4 Liberación de componentes del neutrófilo

Durante la fagocitosis los neutrófilos van a liberar al medio

componentes celulares, algunos de ellos son responsables de las lesiones que

se producen en los tejidos adyacentes, como las enzimas de proteolisis

(catepsina, colagenasa, elastasa> que podrían explicar las lesiones que se

producen en la membrana basal y en el tejido conectivo, otros tienen actividad

bactericida y aumentan la permeabilidad de los vasos sanguíneos. Los

neutrófilos también producen cininas, pequeños polipéptidos con propiedades

vasodilatadoras, proteasas que degradan C5 liberando C5a, pirógenos

endógenos que son liberados después de la fagocitosis y que pueden ser una

de las causas de la fiebre y otras sustancias que producen el depósito de

fibrina actuando sobre el sistema de coagulación.

Los PMN también intervienen en la producción de SRS-A (sustancia

reactiva lenta de anafilaxia> que media la contracción del músculo liso,

además de segregar un factor quimiotáctico para los macrófagos.

2.2 COMPLEMENTO

El sistema de complemento lo forman una serie de proteínas séricas que
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reconocen determinados elementos presentes en la superficie de algunas

estructuras celulares a las que se unen, favoreciendo así, los procesos de

fagocitosis e incluso pueden llegar a producir la lisis de la célula por si

mismos.

Los anticuerpos actúan en íntima relación con el complemento. Son

producidos por ciertas células linfoides <linfocitos B y células plasmáticas> y

se encargan de neutralizar las toxinas bacterianas, potenciar la fagocitosis por

opsonización de las bacterias y desencadenar la cascada del complemento.

La actividad del complemento se lleva a cabo a través de unos

componentes proteicos que actúan secuencialmente, de forma que al

activarse el primero de ellos, este adquiere la capacidad de activar varias

moléculas del siguiente componente de la secuencia, cada uno de los cuales

actúan sobre un tercero, es decir, un efecto en cascada con amplificación.

Los componentes terminales de la cascada del complemento pueden causar

un agujero en la membrana celular en la que estén fijados, que puede ser

observado por microscopia electrónica (48>.

2.2.1 Activación del comolemento

El mecanismo de la activación del complemento puede ocurrir a través

de dos vías diferentes, la vía clásica y la alternativa.

2.2.1.1 Vía alternativa

El C3 presente en el suero se hidroliza lenta y espontáneamente

formando C3b<1>. El C3b se une a un factor 6 y sobre ellos actuará una enzima

produciendo la hidrólisis de 6 y obteniéndose C3bBb<2’ que es la enzima

convertasa del C3 de la vía alternativa, denominada así porque reacciona

rápidamente con el propio C3 y lo escinde en dos fragmentos C3a y C3b, este

último continua el ciclo de forma amplificada. Este ciclo no se produce

constantemente en el suero, porque la convertasa del C3 (C3bBb) en solución

(1) Los productos de os factores hidrolizados se denominan ao kv
(21 con la ¡inca debajo ponernos de manifiesto que ci compuesto formado tiene actividad enzimática.
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es inestable, además, el C3b es inactivado por un factor 1 (fig. 2).

Sin embargo, algunos microorganismos con unas superficies ricas en

carbohidratos van a estabilizar la convertasa del C3 y también van a proteger

al C3b formado. La convertasa C3bBb fijada a la membrana del

microorganismo se estabiliza de forma aún más potente cuando actúa sobre

ella otra enzima, la properdina.

Sobre el C3bBb, que está en la superficie de la bacteria, se une otra

molécula de C3b formando un complejo C3bBb3b que se denomina

convertasa del CS.

A partir de ahora al complejo formado en la membrana exterior se unen

más proteínas, la siguiente es la C5, que es escindida en C5a que se libera,

y Cbb que se queda unida al complejo, posteriormente se unen C6 y C7,

luego C8 y finalmente C9, que se inserta en la bicapa lipídica de (a célula en

cuestión formando un complejo de ataque a (a membrana. Este es en realidad

un canal que va a dejar pasar algunos iones y moléculas de agua al interior de

la célula, pudiendo conducir de esta forma a su destrucción.

C3 Estabilización
Vía ¡ ____ Properdinalenta Vía rápida bB

C3a 4 Unión a membrana
% ~1 Factor D

C3b+B —~ C3bB

Factor ¡

4.

iC3b
Fig. 2. Esquema de la ruta alternativa del complemento basta la formación de la

convertasa del CS, en el recuadro superior derecho.
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2.2.1.2 Vía clásica

Una de las proteínas que interviene en esta ruta es la denominada Cl.

que consta de 3 subunidades, Clq, Cir, y Cis.

El proceso, a diferencia de lo que ocurre en la vía alternativa, requiere

la participación de lg. Cuando dos o más moléculas de anticuerpo unidas a

sus respectivos antígenos se unen a la subunidad Clq la proteína sufre una

alteración en su conformación, de forma que la subunidad Cis va a poder

actuar sobre otra proteína sérica, la C4, escindiéndola en dos moléculas C4a

y C4b. El componente C4b queda unido a la superficie celular, y es capaz de

atrapar una molécula de C2 que reacciona con la subunidad Cis

escindiéndose en C2a y C2b. Este último se une al complejo, obteniéndose

así, la enzima C4b2b que es la convertasa C3 de la vía clásica.

El ataque de esta enzima a C3 va a proporcionarnos un fragmento C3a,

que se ibera de igual forma que ocurría en la vía alternativa, y un fragmento

C3b que se une a C4b2b constituyendo el complejo C4b2b3b o convertasa

C5 de la vía clásica que seguirá el mismo proceso que en la vía alternativa

(fig. 3).

Fig. 3. Esquema de la vía

clásica del complemento

hasta la formación de la

convertasa del C3 y del

C5.

e
4a

.1-VG

Ag-lg-Ci C4b4-02
~ 02a

Convértasa 4b2 +03
d~C3

03a
A

Convertasa 4b2b3b
del 05
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2.2.2 Consecuencias de la activación del complemento

La activación del complemento provoca la formación de muchos

productos con actividad biológica, algunos de ellos se sitúan en las superficies

de las partículas activadoras y pueden conducir a la lisis de las células, como

en el caso del complejo C5b-9. Otros llevan a la fagocitosis como ocurre con

el C3b, debido a que existen lugares de unión para esta molécula en los PMN

y en otros leucocitos. Otros factores provocan una reacción inflamatoria local,

principalmente el C3a y C5a, además estos, tienen propiedades anafilácticas

y quimiotácticas para los PMN. Debido a estas actividades la intervención del

complemento es esencial en las defensas del huésped contra las agresiones

microbianas, como se pone de manifiesto en muchos estudios de fagocitosis

<15, 49) donde la sensibilidad de las bacterias frente a la acción microbicida

de los PMN aumenta en presencia de complemento.

Los antibióticos van a variar la relación que se establece entre la

bacteria y el sistema inmune, debido al debilitamiento que provocan en la

estructura bacteriana. Los IS-lactámicos actúan sobre todo a nivel del

peptidoglicano de la pared de la bacteria, causando variaciones en la

morfología de ésta y permitiendo que queden expuestos a la acción de los

anticuerpos y del complemento algunos antígenos. De esta forma, facilitan la

activación del complemento, aumentan los contactos entre fagocitos y

bacterias, e incrementan la fagocitosis.

3 ANTIBIÓTICOS

3.1 Características de los antibióticos betalactámicos

Los antibióticos betalactámicos tienen en su estructura un anillo

betalactámico de cuatro miembros. Este tipo de antibióticos actualmente se

pueden clasificar en al menos siete grupos, entre los que se incluyen las
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aminopenicilinas, las clavamas y las cefalosporinas. Los betalactámicos

actúan inhibiendo las últimas fases de la formación de la pared bacteriana.

Son bactericidas sobre bacterias que se encuentran en crecimiento activo pero

no tienen efecto sobre células que no están en desarrollo.

La pared bacteriana mantiene la forma celular y protege a la bacteria de

la rotura osmótica gracias a la estructura rígida que posee. Esta rigidez se la

va a proporcionar un elemento constitutivo de dicha pared que es el

peptidoglicano. Este elemento es común tanto en bacterias grampositivas

como en gramnegativas y esta formando una larga cadena polisacarídica

constituida por repetición de moléculas de N-acetílglucosamina y N-

acetilmurámico al que se unen pequeñas cadenas de péptidos, estas cadenas

peptídicas se unen entre si por medio de enlaces entre sus aminoácidos.

La síntesis del peptidoglicano se puede dividir en tres fases, la primera

constituye la síntesis de los precursores polisacarídicos, la siguiente etapa

supone la traslocación de estos compuestos a través de la membrana

citoplasmática y su transglicosidación al polímero de peptidoglicano,

finalmente se establece la unión entre el peptidoglicano recién formado y el

que ya existía, mediante una reacción de transpeptidación.

Los antibióticos betalactámicos actúan inhibiendo esta transpeptidación

debido a que se unen e inactivan las enzimas que llevan a cabo esta reacción,

a las transpeptidasas por ello también se las denomina proteínas fijadoras de

penicilinas <PBPs>. Existen varias transpeptidasas y cada antibiótico tiene

diferente afinidad para cada una de estas enzimas. Dependiendo de su unión

a unas PBPs u otras los efectos que se producen sobre la bacteria son

distintos: la unión a la PBP la, ib, 2 y 3 provoca la lisis celular en E. coli, las

PBPs 4, 5 y 6 no parecen ser esenciales para la viabilidad celular y no

condicionan la acción de los betalactámicos <50>. En general bastaría la unión

a la PBP 1 para conducir a la lisis y muerte de la bacteria <20>. Esta lisis se

consigue con concentraciones mayores a la CMI, esto es, el antibiótico tiene
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que superar un punto crítico de afinidad por las PBP letales. Si la CMI es bala

el antibiótico en cuestión tiene mucha afinidad por la PBP 1 u otras PBP

letales. Si por el contrario, la afinidad es baja, el fármaco se unirá primero a

otras PBP y necesitaremos más concentración de antibiótico para eliminar la

bacteria y la CMI será mayor.

Además de inhibir la transpeptidación, los It-lactámicos estimulan los

sistemas autolíticos de fas bacterias <51, 52).

3.2 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos más frecuentes por los que un microorganismo puede

ser resistente a estos antibióticos son por la producción de betalactamasas

que destruyen el antibiótico por hidrólisis del anillo betalactámico, reducción

en la afinidad de las PBPs por los antibióticos <53 - 561 y reducción en la

permeabilidad celular de las bacterias al B-lactámico, impidiéndole alcanzar su

lugar de acción. Este último mecanismo de resistencia sólo se produce en las

bacterias gram-negativas (57).

3.3 Amoxicilina

3.3.1. Estructura química

Figura 4. Estructura química de la amoxicilina.

$ CH3
QH—<jó~S--CH—CO—NH---CH---CH C\ CH3

NH2 CO-N--CH—COOH
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3.3.2. Características generales

La amoxícilina es una penicilina semisintética del grupo de las

aminopenicilinas, es uno de los antibióticos más ampliamente utilizado en

clínica debido a su baja toxicidad y a su amplio espectro antibacteriano, tanto

frente a microorganismos grampositivos (cepas de Staohvlococcus aureus no

productores de penicilinasa, Streotococcus haemoliticus, S. viridans, 5.

oneumoníae, Enterococcus faecalis, Clostridium tetani> como gramnegatívos

<Haemonhilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, E. coN

,

Salmonella tvohi, Proteus mirabilis, Helicobacter ovlori). Ciertas cepas de

patógenos producen B-lactamasas y son resistentes, por lo que a veces se

administra conjuntamente con ácido clavulánico. La amoxicilina tiene una

elevada afinidad por la PBP la, ib, 2 y algo menor por la 3 <58>.

3.3.3. Farmacocinética

La unión de amoxicilina a las proteínas plasmáticas es muy baja,

oscilando entre el 18% y el 20%. Es una molécula que se absorbe muy bien

por vía oral. Los niveles máximos en suero que se obtienen tras la

administración intravenosa de 1 g de amoxicilina, son de aproximadamente 50

pg/ml (59>. Si la administración es intramuscular, al cabo de una hora la

concentración máxima en suero será de 22 pg¡ml y si es por vía oral

obtendremos 12-13 pg/ml por cada 500 mg. Las penicilinas, en términos

generales, son poco metabolizadas en el organismo. La eliminación se produce

principalmente por vía renal, alcanzando concentraciones elevadas en orina.

La bilis también puede constituir una vía alternativa de eliminación.

3.4 Cefotaxima

Las cefalosporinas en general son antibióticos betalactámicos,

bactericidas, y al igual que la amoxicilina muestran un amplio espectro

bacteriano y escasa toxicidad por lo que también son muy utilizadas en la
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práctica médica. Están formadas por un anillo betalactámico unido a otro de

dihidrotiazina. En contraste con las penicilinas la molécula de cefalosporina

tiene más lugares para su potencial manipulación, además, el núcleo de las

cefalosporinas es inherentemente más resistente a las betalactamasas que el

de las penicilinas (60>. De cualquier forma, al igual que ocurre con estas, el

mecanismo responsable de la inactivación de cefalosporinas más frecuente es

la producción de betalactamasas.

3.4.1. Estructura química

Figura 5. Estructura qurmica de la cefotaxima.

3.4.2. Características generales

La cefotaxima es una cefalosporina de tercera generación que se

administra por vía parenteral. Las células renales y los hepatocitos van a

transformar la molécula en unos subproductos metabólicos con actividad

antimicrobiana, el más importante es la desacetilcefotaxima (61). La

desacetilcefotaxima tiene una alta afinidad por las PBP la, b y 3 de E. coli

.

La afinidad de cefotaxima por estas mismas moléculas es mayor (62).

La cefotaxima muestra una buena actividad frente a Streptococcos (5

.

oneumoniae, 5. ovopenes) Staohvlococcus aureus excepto las cepas

resistentes a la meticilina y las coagulasa negativas, es muy activa frente a

s
N C—CO-—NH—cH—CH

2 s N
QCH2 2 3

COOH
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muchas cepas de E. coli, Haemoohilus influenzae y frente a muchas especies

de Klebsiella, Proteus, Serratia y Neisseria,

3.4.3. Farmacocinética

La cefotaxima alcanza una unión a las proteínas del suero del 38%.

Tras suministrar por vía intramuscular una dosis de 1 gramo del antibiótico se

consigue, a la 1/2 hora, una concentración sérica máxima de 20,5 pg/ml. La

eliminación se produce por el riñón y en un pequeño porcentaje también por

vía biliar.

3.5 Acido clavulánico

3.5.1 Estructura química

Figura 6. Estructura química del ácido clavulánico.

3.5.2 Características generales

El ácido clavulánico es un antibiótico lA-lactámico que pertenece al

grupo de las clavamas. Tiene una escasa actividad antimicrobiana, pero es

capaz de inhibir una gran variedad de IS-lactamasas, por lo que se administra

en combinación con otras moléculas que no tienen esta capacidad pero que

tienen una mayor actividad bactericida intrínseca, de esta forma se establece

una actuación sinérgica entre ambos antimicrobianos frente a los

microorganismos que son resistentes a penicilinas por producción de [A-

lactamasas. Generalmente se utiliza en combinación con amoxicilina.

o
CH—CH C=CH2oH

¡ 1
OO-N—GH—OOOH
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El clavulánico presenta mayor afinidad por la PBP 2, la inhibición de

esta proteína provoca en algunas especies bacterianas la formación de células

esferoidales y no interfiere con el proceso de división (63, 64).

3.5.3. Farmacocinética

La unión del ácido clavulánico a las proteínas plasmáticas es

aproximadamente del 25 %. La vida media en suero es de 0.96 horas. La

concentración máxima que se obtiene en el suero tras la administración vía

oral de una dosis de 125 mg de clavulánico es de 4,75 pg/ml. Su excreción

se realiza principalmente a través del riñón y alcanza el 42 % de la dosis

administrada <65).

4 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Streotococcus oneumoniae es un importante patógeno que provoca

meningitis, otitis media <66, 67), bacteriemias y es además la causa más

común de pneumonías bacterianas (68, 69). El neumococo, nombre más

comúnmente utilizado para denominar a esta bacteria, esta presente en la

zona superior del tracto respiratorio de la mayor parte de los individuos sanos

formando parte de la flora habitual.

Es un coco grampositivo que crece en caldo formando largas cadenas

y parejas por lo que en principio también se le denomino diplococo. Cuando

crece en placas de agar sangre, las colonias aparecen rodeadas de un halo

típico de color verdoso, debido a que producen una hidrólisis parcial de los

eritrocitos adyacentes, denominada alfa-hemólisis.

Algunas cepas de Streotococcus oneumoniae tienen una cápsula

mucosa polisacarídica que rodea a su pared celular y que hace variar la

sensibilidad de esta bacteria a la fagocitosis por parte de las células

fagocitarias del sistema inmune. Las cepas virulentas tienen una cápsula
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mayor que las cepas no virulentas lo que las hace más resistentes a la

fagocitosis por parte de los leucocitos. La inmunidad depende de un

anticuerpo que se une específicamente al polisacárido de la cápsula de la

bacteria, es decir, esta cápsula es antigénica, pero hay más de 85 tipos

antigénicos diferentes de pneumococos (70>, y la inmunidad frente a uno, no

protege al huésped frente al otro.

Los neumococos producen una hemolisina, también denominada

neumolisina, que tiene un importante papel en la morbilidad y mortalidad

asociada con la pneumonía causada por esta bacteria. Además producen una

autolisina implicada, en la separación de las células hijas al final de la división

bacteriana, en la transformación genética, y en la lisis que se produce en

estas bacterias provocada por los antibióticos lA-lactámicos (71>.

Los mecanismos por los que se producen resistencias a los antibióticos

&lactámicos en 5. oneumoniae se deben a la alteración en las dianas del

antimicrobiano, en este caso las PBPs, algunas de estas proteínas pierden

eficacia en la unión a estos antibióticos con la consiguiente disminución en la

efectividad del fármaco. En esta bacteria no se han descrito cepas

productoras de lA-lactamasas.

Los neumococos pueden clasificarse dependiendo de su sensibilidad

frente a la penicilina, considerándose sensibles las cepas con una CMI igual

o inferior a 0,06 pg/ml, con una resistencia intermedia las cepas que se

encuentran en un intervalo entre 0,1 y 1 pglml, y resistentes o altamente

resistentes las que tengan CMI superiores a 1 pg¡ml.

Nosotros trabajamos con tres cepas de diferente serotipo (3, 6, 9> y

con diferente sensibilidad a la penicilina.

Las concentraciones de antibiótico utilizadas para llevar a cabo este

trabajo fueron las concentraciones que se obtienen en diferentes intervalos de

tiempo en el suero de un individuo que sigue una pauta de administración

normal. De esta forma el ensayo fue lo más aproximado, en la medida de lo
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posible, a la situación real que se produce en el organismo.

5 OBJETIVOS

Los objetivos planteados al realizar este trabajo fueron los siguientes:

1. Determinar comparativamente la eficacia de diferentes

concentraciones de los antimicrobianos estudiados en la eliminación de 5.

pneumoniae, observando la variación en sus cinéticas de crecimiento.

2. Comparar las diferencias que se establecen entre el estudio de los

resultados obtenidos con las CMI y los obtenidos con las cinéticas de letalidad

bacteriana.

3. Estudiar la variación del efecto fagocítico producido por los PMN

sobre 5~peumoniae cuando se administra amoxicilina, amoxicilina/ácido

clavulánico, y cefotaxima. Establecer si existe sinergismo entre los

antibióticos y los PMN en la eliminación de las bacterias.

4. Observar si la variación en la sensibilidad del microorganismo a la

fagocitosis y/o muerte intracelular producida por los PMN depende del tipo de

antibiótico y del microorganismo.
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Material y método

1 MATERIALES

1.1 Microorganismos

Los experimentos se realizaron utilizando tres aislados clínicos de

Streotococcus pneumoniae, FJD (61), FJD (86>, y FJD <75) de diferente

serotipo <3, 6, 9 respectivamente) y sensibilidad a penicilina. Todas las cepas

se conservaron en agar sangre (Bio-Merrieux> a 40C. Cada dos días se hicieron

subcultivos en medio fresco.

El día anterior a cada ensayo se preparó un cultivo de la bacteria en

caldo Todd-Hewitt (Difco> y se incubó a 370C en una estufa de CO
2 hasta la

mañana siguiente, esto es, de 16 a 18 horas. A partir de este cultivo se

obtuvieron las bacterias en fase exponencial de crecimiento. Para ello un

mililitro de este medio se diluyó en matraces con 25 ml de caldo fresco, y se

incubó de 2 a 4 horas a 37
0C en un agitador orbital (Lab-line Orbit Environ-

Shaker) a 150 r.p.m. hasta alcanzar una absorbancia, medida con un

espectrofotómetro (Hitachi mod. U-1 100) a 580 nm, de entre 0,12 y 0,20

dependiendo de la cepa con la que se ensayó, lo que se correspondía con

aproximadamente 108 UFC/ml.

El tipo de medio recomendado por la NCCLS para estandarizar los

resultados de las CMI de Strentococcus oneumoniae contiene un 5% de

sangre, pero la gran turbidez que producía ésta, impedía obtener una medida

del número de bacterias mediante el espectrofotómetro. El crecimiento de la

bacteria en un medio de cultivo más general, como es el caldo Mueller-Hinton,

produjo el aclaramiento de éste, por lo que tampoco se obtuvo una buena

medida. Finalmente, por estas razones, se optó por el caldo Todd-Hewitt para

llevar a cabo el estudio.

30



Material y método

1.2 Antimicrobianos

Se utilizaron los siguientes antibióticos:

AMOXICILINA suministrada por tos laboratorios Smithkline & Beecham,

con una potencia de 845 pg/mg.

CEFOTAXIMA de laboratorios Roussel Uclaf, con una potencia de 942

pg/mg.

ACIDO CLAVULANICO suministrado por Smithkline & Beecham, con

una potencia de 953 pg/mg.

Las soluciones de antibióticos se prepararon a partir de antibiótico en

polvo valorado, que se disolvió en agua destilada a una concentración de

10.000 pg/ml, almacenandose en viales a una temperatura de -700C para su

conservación hasta su uso.

Para obtener las concentraciones de antimicrobiano requeridas en cada

caso se diluyó el contenido de los viales, previamente descongelados, en

tampón fosfato 0,1 M a pH 6, hasta alcanzar la concentración necesaria. El

sobrante de la solución de antibiótico descongelado se deshechó.

1.3 Azul tripán al 4%

El colorante azul tripán (R.A.L. Ugine-Kuhlmann) se diluyó en agua

destilada estéril <4 gramos en 100 ml de agua> y se mantuvo a temperatura

ambiente hasta su uso.

1.4 Gelatina al 1%

En 100 ml de agua destilada estéril se disolvió 1 g de gelatina en polvo

(Sigma, Chemical Company) y se calentó al baño María. Una vez que la

gelatina se había enfriado y solidificado se conservó en la nevera.
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1.5 Solución salina equilibrada de Hank (Por litro de agua destilada

estéril>.

Sin Ca2F ni Mg2~:

CINa 8,000 gramos

KCI 0,400 gramos

Na
2HPO4.2H20 0,048 gramos

KH2PO4 0,060 gramos

Glucosa 1,000 gramos

Elementos adicionales para HBSS completo:

CaCI2 0,140 gramos

NaHCO3 0,350 gramos

MgSO4.2H20 0,160 gramos

MgCI2.6H20 0,100 gramos

Gelatina al 0,1 %

1.6 Solución isotónica de cloruro amónico <Por 1/2 litro de agua

destilada estéril>

CINH4 4,160 gramos

NaHCO3 0,420 gramos

1.7 Tamnón fosfato. 0.1 M

Monofosfato de sodio 0,1 M. 15,6 g de NaH2PO<2H20 se diluyeron en

1 litro de agua destilada.

Difosfato de sodio 0,1 M. 14,2 g de Na2HPO4 se diluían en 1 litro de

agua.

Para obtener un pH de 6 se mezclaron 87,7 ml de tampón fosfato

monobásico y 12,3 ml de tampón fosfato dibásico.
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1.8 Obtención, recuento y viabilidad de los leucocitos PMN

1.8.1 Obtención

Los leucocitos PMN se extrajeron empleando una variación del método

descrito por Paul Eggleton y cols. (72), que modificaron el original de

Dioguardi <73> basado, fundamentalmente, en la utilización de cloruro

amónico frio para lisar las células rojas.

La sangre venosa (4 mí> se extrajo de voluntarios sanos en tubos con

EDIA potásico (1,5 mg/mí) para evitar su coagulación. Posteriormente se

añadió a tubos cónicos estériles de poliestireno (25mm x SOmm, Soria Greiner

S.A.> que contenían 16 ml de cloruro amónico frío (40C) a pH 7,2. Después

de mezclar bien, se mantuvo a 40C durante 15 minutos con objeto de usar los

eritrocitos. A continuación, se centrifugó a 160g (centrífuga Selecta, mod.

Meditronic> durante 10 minutos. Una vez extraído y deshechado el

sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 16 ml de cloruro amónico frío

para volver a repetir el proceso anterior, 15 minutos a 40C y centrifugación

durante 10 minutos, esta vez a una velocidad de 55g. Tras la segunda

centrifugación al sedimento se le añadieron 5 ml de solución salina equilibrada

de Hank (HBSS) sin calcio ni magnesio, manteniendolo en frío hasta tener

preparado el inóculo bacteriano.

Cuando se obtuvo el inóculo, se hizo una última centrifugación de los

leucocitos en idénticas condiciones que las realizadas en la segunda

centrifugación, resuspendiendo el sedimento en 2 ml de HBSS con gelatina

alO,1 %.

1.8.2 Recuento de los leucocitos

El recuento se realizó con un microscopio óptico <Nikon, mod S.E.) y
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una cámara Neubauer.

La cámara consta de cuatro cuadrantes en la parte superior y cuatro en

la inferior que tienen unas dimensiones conocidas (1,0 mm x 1,0 mm> y una

altura hasta el cubreobjetos de 0,1 mm, es decir, un volumen de 0,1 mm3.

Contando el número de leucocitos que hay en todos los cuadrantes y

haciendo la media para cada uno, se obtendrá un número determinado de

leucocitos por cada 0,1 mm3. En cada mm3 habrá 10 veces más. Por tanto se

multiplica este número de leucocitos por 10, para obtener así los leucocitos

por mm3.

Se consideró un factor de corrección de dilución, ya que la solución de

células se diluyó al 1:10 para hacer el recuento.

De esta forma el número de leucocitos/mí, que es al que siempre nos

vamos a referir, será igual a? número de leucocitos en cada mm3 por 1000:

Leucocitos/ml Leucocitos/mm3 x 10 x 1000

1.8.3 Viabilidad

La viabilidad de los leucocitos se estudió por diferenciación de las

células teñidas y no teñidas con el colorante azul tripán <Merck).

Para ello añadimos a un volumen de 0,5 ml de suspensión de leucocitos

otros 0,5 ml del colorante al 0,4%. Al cabo de tres minutos se añadió

formaldehido a? 10% y contamos en una cámara Neubauer.

La viabilidad se expresó como tanto por ciento de leucocitos viables,

que presentaban el nucleo no teñido de azul, respecto del total:

PMNs viables
Porcentaje de células viables = ____________________ x 100

PMNs viables + PMNs inviables

El resultado de la viabilidad medida al principio y al final del

experimento fue del 98 y 95% respectivamente.
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1.9 Obtención del suero

El suero se obtuvo dejando coagular sangre venosa de individuos sanos

a temperatura ambiente. Después se retiró el coágulo y se centrifugó a

1 .1 OOg durante 20 minutos.

Tras la centrifugación se almacenó el suero en cantidades de 0,5 ml a -

700C para su conservación.

2. METODO

2.1 Concentración mínima inhibitoria <CMI

)

Se define CMI de un antibiótico frente a una bacteria como la cantidad

menor de antibiótico, expresada en microgramos o unidades internacionales

por mililitro de medio de cultivo, capaz de impedir el crecimiento visible de

dicho microorganismo después de 18 - 24 horas de incubación.

2. 2 Determinación de la CMI

Se realizó mediante el método de macrodilución en caldo <74>.

A partir de los viales almacenados preparamos una solución de

antibiótico a una concentración determinada, en caldo Todd-Hewitt. Esa

concentración de partida era la más elevada de la serie y habría que tener en

cuenta, que dicha concentración quedaría diluida a la mitad después de añadir

1 ml de inóculo bacteriano.

Con una micropipeta añadimos a un primer tubo de ensayo de una serie

de ellos, 2 ml de la solución de antibiótico. Todos los demás tubos de la serie

contaban con 1 ml de caldo.
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A continuación se cogió 1 ml del primer tubo y lo añadimos al segundo

que contaría entonces con un volumen de 2 mí, se agitó con un vortex

(Heidolph Reux 2000>. Se hizo lo mismo del segundo al tercer tubo repitiendo

este proceso, y así sucesivamente hasta llegar al penúltimo tubo, después de

agitar éste cogimos 1 ml y lo desechamos con el fin de que todos tuvieran el

mismo volumen. En el último tubo de ensayo sólo quedó 1 ml de caldo sin

antibiótico que serviría como control del proceso.

Ya teníamos una serie de tubos en los que el anterior de la serie

contaba con el doble de concentración de la dilución de antibiótico que el

siguiente, excepto el último o control.

Cuando los cultivos bacterianos en fase exponencial alcanzaron un

número de 108 UFC¡ml (por medida de la absorbancia a 580 nm, como ya se

citó anteriormente>, se hizo una dilución 1:100 en caldo de una alicuota del

cultivo, para así obtener 1 Q6 UFC/ml. Se agregó posteriormente 1 ml del caldo

bacteriano de esta concentración a cada tubo de ensayo. La concentración de

antibiótico en cada tubo, era la mitad de la que era en principio y la

concentración de las bacterias añadidas pasaría a 5 x io~ UFC/ml que era el

inóculo estandar establecido por la NCCLS

Los tubos se incubaron en estufa de 002 <Haereus> de 16 a 20 horas

a 3700.

El mismo proceso se realizó dos veces para cada antibiotico con cada

microorganismo.

2.3 Tratamiento de las bacterias

Cuando las bacterias en crecimiento exponencial alcanzaban una

concentración en el caldo de i0~ UFC/ml se toman 0.2 ml de esa suspensión

y se añaden a un tubo de poliestireno estéril. El volumen final en el tubo era

de 2 ml y se completo con caldo HBSS con gelatina más un 20 % de suero
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humano normal (0.4 mí). Estas curvas nos sirvieron como control del proceso.

En otros tubos se añadió 0.4 ml de la solución de PMN para determinar el

efecto fagocitico y bactericida de estas células. La misma cantidad de caldo

seria restada en dichos tubos. La relación final de bacterias frente a PMN fue

de 1 a 1.

A las bacterias se les añadió una concentración de antibiótico de 0.5,

2, 4, 8 y 12 pg/ml, estas concentraciones eran las que obtenían en diferentes

periódos de tiempo en el suero de un individuo tras un regimen de dosificación

normal con los antibióticos ensayados.

Para conseguir la concentración de antibiótico con la que se trabajó en

cada ensayo, diluimos la cantidad de antibiótico necesaria en un volumen final

total de 2 ml de HBSS con gelatina. en los que estaba incluido el suero y en

algunos casos PMN para determinar el efecto conjunto del fármaco y los

neutrófilos.

En todos los casos los tubos se incubaban en agitación durante un

periodo de tiempo de cuatro horas a una temperatura de 37 0C. En principio

también se incluyó la toma de una muestra a las 24 horas de empezar el

ensayo pero esta no se ha tenido en cuenta, debido a que en este tiempo se

ve influida por la propia lisis de las cepas de Streotococcus Dneumoniae como

asi se observaba en los ensayos control y en otros estudios (75, 76>.

De cada tubo de poliestireno se tomaron alícuotas a tiempo O y

posteriormente cada hora hasta el total de las cuatro horas. Las alícuotas se

añadieron a tubos de ensayo con agua destilada estéril para así lisar los PMN

en los casos en que hubiera. A partir del tubo de ensayo se hicieron diluciones

decimales y un volumen de 20 pl se sembró por triplicado en placas de agar

sangre. Las placas se incubaron a 37 0C durante 20 a 24 horas en una estufa

de CO
2. Pasado este tiempo se contó el número de colonias y se anotaron los

resultados.

Para obtener el número de bacterias/mí, las UFC contadas se
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multiplicaban por el factor corrector de la dilución correspondiente en cada

caso.

Todos estos ensayos se realizaron frente a cada una de las cepas de

Streotococcus oneumoniae dos veces para cada concentración

antimicrobiana, obteniendo datos por triplicado de cada muestra.

2.8 Cálculo estadístico

Los resultados de este estudio se expresaron como media ± el error

estandar de la media. Las comparaciones estadísticas entre los distintos

grupos se realizaron mediante un análisis de la varianza seguido de un test

Newman-Keuls. Se consideró como diferencias significativas cuando la

probabilidad de que las diferencias de los resultados se deban al azar fuera

menor de 0,05 (77>.
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1 RESULTADOS

En las tablas de resultados aparecen comparadas las cinéticas de

crecimiento de una cepa de Streptococcus oneumoniae control, frente a 5

concentraciones diferentes de cada uno de los antibióticos estudiados. Los

datos que se muestran son relativos al crecimiento de las bacterias en

presencia y ausencia de PMN. Cada resultado que se expone es la media del

incremento (±la desviación estandar> que se produce cada hora en la cinética

de crecimiento de la bacteria con respecto al tiempo O. Esto es, la diferencia

entre el número de bacterias existentes en la hora cuarta, tercera, etc, frente

al número de bacterias iniciales. Los datos figuran como logaritmos en base

10 del número de bacterias por cada mí, puesto que en el tratamiento de los

resultados, para no obtener cantidades muy elevadas, se transformaron en

unidades logarítmicas. Si los datos en cuestión son positivos significa que la

cinética de crecimiento de la bacteria es ascendente (característica de

controles y bacterias tratadas con poca concentración de antimicrobiano>. Si

por el contrario son negativos el número de bacterias esta decayendo, habrá

mayor número de bacterias en el tiempo O que en los siguientes, en este caso

la cinética bacteriana es de letalidad.

Esta forma de exponer los resultados es utilizada por la mayoría de los

autores <10, 76, 78). De esta forma sólo nos fijamos en el incremento del

crecimiento, o de la muerte, que se produce en las curvas estudiadas y

obviamos el inconveniente de tener que examinar el número inicial de

bacterias ya que las curvas pueden tener desplazados estos puntos iniciales.

En cada tabla aparecen las 5 concentraciones diferentes de

antimicrobiano con las que se trabajó, por lo que se puede comparar

fácilmente cuando se producen mayores descensos en la muerte bacteriana,

y a que concentración de antimicrobiano, o en que tiempo es mayor la
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fagocitosis.

En todos los casos se determiné si existía o no diferencia entre la

cinética de crecimiento de las bacterias que crecían en un medio con PMN y

las que lo hacían en ausencia de ellos, y si esta diferencia era significativa

(p’zO,05>.

En las tablas también se señala el porcentaje de fagocitosis alcanzado

en cada hora del ensayo. Los porcentajes de fagocitosis que se muestran se

refieren al porcentaje de reducción del número de colonias bacterianas que se

desarrollaron en un medio con PMN frente a las que lo hacían en el mismo

medio sin PMN, ya fueran ambas con o sin antibiótico. Estos porcentajes de

fagocitosis son acumulativos, esto es, que en las horas posteriores se tiene

en cuenta la fagocitosis que se ha producido en el tiempo anterior.

En la evaluación de los resultados se estudió el posible efecto sinérgico

del antibiótico junto con los PMN en la eliminación de bacterias. Se consideró

que presentaban efecto sinérgico, si la suma del efecto provocado por el

antimicrobiano más el causado por los PMN cuando intervenían por separado

era menor que el efecto causado por ambos cuando actuaban de forma

conjunta

También se exponen gráficas con las cinéticas de crecimiento de los

neumococos. Los puntos de estas gráficas también se expresan como

logaritmos en base 10 del número de bacterias por ml y permiten observar de

una forma más visual que las tablas el crecimiento o muerte de las bacterias.

En ocasiones se ha señalado otro modo de exponer los resultados

examinando las áreas que quedan bajo la curva de crecimiento o letalidad que

describe la cinética bacteriana, a partir de la integración de dicha curva.

Aunque este método de analizar los resultados es una posible alternativa, hay

que tener en cuenta, como ya hemos mencionado anteriormente, que estos

datos son dependientes del punto de inicio de las curvas y si tenemos gráficas

con diferentes puntos iniciales, estos quedarían recogidos en las áreas bajo
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la curva como diferencias entre estas gráficas, cuando en realidad tan sólo

son diferencias en su punto inicial.

2. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

En la tabla 1 se recogen las CMIs obtenidas para las 3 cepas de 5

.

oneumoniae frente a cada uno de los antibióticos con los que se realizó el

ensayo.

3 EFECTO DE LOS PMN. LOS ANTIBIÓTICOS Y EFECTO CONJUNTO

SOBRE 5. PNEUMONIAE.

3.1 Estudio del serotipo 3 de 5. pneumoniae

.

3.1.1 Efecto de los PMN

En la tabla 2 se observa la evolución de las cinéticas de crecimiento de

una cepa sensible a penicilina de Streotococcus oneumoniae tratada con

concentraciones crecientes de amoxicilina y los respectivos controles sin

antibiótico. No se hallaron diferencias significativas entre las bacterias que

crecían junto con PMN y las que no lo hacían (p<O.05>. En este último caso

los PMN no se mostraron eficaces, por si mismos, en la eliminación de este

serotipo 3 de 5. oneumoniae

.

3.1.2 Efecto de amoxicilina

El crecimiento bacteriano fue negativo con concentraciones de 0,5

pg/ml de amoxicilina (tabla 2). Aunque la concentración de antibiótico era

escasa, esto ya suponía un incremento de aproximadamente unas 16 veces

la CMI para esta cepa sensible a penicilinas, de forma que las bacterias

comenzaban a morir desde el mismo momento en que eran incluidas en el

medio con el antibiótico.

42



Resultados

La disminución del número de bacterias iba siendo progresiva según

aumentábamos la concentración de antimicrobiano, alcanzándose la menor

cifra de UFC/ml a 8 y 12 pgfml (fig. 1). Parecía existir una concentración-

dependencia en la eliminación de las bacterias por parte del antibiótico, hasta

llegar a 8 pg/ml.

3.1.3 Efecto conjunto de amoxicilina y PMNs

Observando las tablas y curvas en las que se incluían PMN en el medio

(tabla 2, fig. 2>, se comprobó que también disminuía el número de bacterias

según aumentaba la concentración de antibiótico. Pero el mayor porcentaje

de fagocitosis se consiguió, sin embargo, con 0,5 pglml de amoxicilina. No

advirtió, por tanto, una relación entre la concentración antibiótica y la

fagocitosis

En todas las concentraciones se producía un efecto sinérgico entre

antibiótico y PMN que como acabamos de ver, era mayor a 0,5 pg/ml,

representado por esta mayor tasa de fagocitosis. En este caso, los efectos

bactericidas de PMN y antimicrobiano por separado eran menores que su

efecto conjunto.

La fagocitosis se consiguió, sobre todo, durante la primera y la segunda

horas del ensayo. Luego ya existía poca fagocitosis y en algunos casos no la

había.

3.1.4 Efecto de amoxicilinslácido clavulánico

En la tabla 3 y fig. 3 se observa la evolución de la letalidad de 5

.

pneumoniae tratado con amoxicilina-ácido clavulánico. Según se aumentó la

dosis de la combinación antibiótica la letalidad de la bacteria aumentaba. Con

concentraciones de 0.5-0.1 pg/ml la curva marcó un inclinado descenso, al

igual que ocurría con el tratamiento a la concentración más baja de

amoxicilina.
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Según se añadía antibiótico al medio el número de bacterias disminuía

aunque no en relación directa con la concentración antimicrobiana y se detuvo

al final del ensayo al igual que ocurría en el caso de amoxicilina.

3.1.5 Efecto conjunto de amoxicilina/écido clavulánico y PMNs

El efecto conjunto de los PMN y el antibiótico hizo disminuir

progresivamente el número de microorganismos y al igual que en el caso

anterior existió sinergismo en todas las concentraciones ensayadas (tabla 3,

fig. 4>. En este caso los mayores porcentajes de fagocitosis y muerte

bacteriana se presentaban con una dosis de 8 pg/ml, aunque ya a una

concentración de 4pg/ml se observaban unos porcentajes similares y a partir

de ese punto la fagocitosis no se incrementé mucho. Tanto en un medio con

PMN como cuando no existían estos, el número de bacterias se seguía

reduciendo según se aumentaba la concentración antimicrobiana hasta que

alcanzamos 8 pg/ml.

La fagocitosis no tuvo transcendencia después de la segunda hora del

tratamiento puesto que los porcentajes de fagocitosis no continuaban

elevándose después de esta hora.

Para comparar este resultado con el efecto producido por amoxicilina,

se puede decir que, en general, los porcentajes de fagocitosis eran más altos

en el caso anterior, excepto en la hora primera del ensayo. De igual forma, las

cinéticas de letalidad bacteriana en presencia de PMN eran algo más bajas con

amoxicilina, donde al final del ensayo se conseguía, con casi todas las

concentraciones de antibiótico utilizadas, unos niveles menores de bacterias.

Aunque estas diferencias no eran muy importantes.

En este caso la combinación antimicrobiana sin PMN consiguió unos

niveles de bacterias similares a la amoxicilina sola, aunque el sinergismo

producido con el sistema inmune era mayor con amoxicilina.
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3.1.6 Efecto de cefotaxima

La disminución del número de bacterias que se produjo con cefotaxima

era elevada, se producía durante todo el ensayo y de forma progresiva al

aumentar la concentración de antibiótico, aunque la reducción no fue tan

grande como la que provocó amoxicilina ni la unión de amoxicilina-clavulánico

<tabla 4, fig. 5).

3.1.7 Efecto de cefotaxima y PMNs

La cinética de letalidad bacteriana evolucionaba de forma más rápida

en presencia de leucocitos PMNs, el número de bacterias se reducía

significativamente <p<O,05) respecto a cuando no se añadían al medio los

PMN. Sin embargo los porcentajes de fagocitosis eran escasos y en la primera

hora de ensayo, en general, no se observó sinergismo. En horas posteriores

si apareció este fenómeno, aunque no tuvo la importancia que con el

antibiótico anterior.

Al igual que ocurrió con amoxicilina, la mayor fagocitosis y muerte

intracelular se consiguió con concentraciones bajas de antimicrobiano, en

concreto, en este caso fue a la concentración de 2 pg/ml (tabla 4, fig 6>.

3.2 Estudio del serotlpo 6 de 5. oneumoniae

3.2.1 Efecto de los PMNs

El serotipo 6 de pneumococco, a diferencia del serotipo anterior, era

sensible al ataque por parte de los PMN y del suero humano. Hay diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05>, entre el crecimiento de las bacterias

control y las que se expusieron al ataque de los PMN. Esta diferencia fue muy

elevada, alcanzándose el máximo porcentaje de fagocitosis, un 60 %, en la

cuarta hora de ensayo (tabla 5). El serotipo 6 de 5. Dneumoniae fue la cepa

que más fácilmente era eliminada por los PMN.
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3.2.2 Etecto de amoxicilina

El número de bacterias se redujo progresivamente hasta alcanzar la

concentración de 8 ¿¡y/ml de amoxicilina. Con dosis superiores de

antimicrobiano la reducción de microorganismos durante la segunda y tercera

hora de ensayo era prácticamente similar a la que se había obtenido con la

concentración de 8 pg/ml, estabilizándose el número de bacterias (tabla 5, fig.

7>.

3.2.3 Efecto de amoxicilina y PMNs

En la figura 8 observamos como el efecto de amoxicilina y los PMN

hacían disminuir el número de bacterias de forma rápida y sin límite, en todas

las concentraciones de antibiótico utilizadas. Aunque los porcentajes de

fagocitosis también fueron muy elevados durante todo el ensayo (tabla 5),

llegaron a estabilizarse, puesto que después de 4 pg/ml no se incrementaban

dichos porcentajes.

A diferencia de lo que ocurría con la cepa sensible, en el caso del

serotipo 6 la fagocitosis era más homogénea durante el tiempo que duró el

ensayo y no sólo se producía en las dos primeras horas, aunque era realmente

en la primera hora cuando tenía lugar la máxima fagocitosis. También se

puede hablar de una homogeneidad de la fagocitosis en cuanto a la

concentración de antimicrobiano.

Del sinergismo existente entre los PMN y amoxicilina, cabe decir, que

en esta cepa era muy elevado, y se producía durante todo el tiempo que

duraba el ensayo y para todas las concentraciones.

Un hecho importante que merece la pena resaltar es que a la menor

concentración de antibiótico ensayada <0.5 ng/mí) se producía un crecimiento

en la cinética bacteriana, pero si tenemos en cuenta la misma concentración

en presencia de PMN la cinética bacteriana era de letalidad.
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3.2.4 Efecto de amoxicilina/écido clavulánico

La reducción del número de colonias comenzaba en 0.5 pg/ml, aunque

no era una disminución demasiado grande <fig. 9>, puesto que nos

encontrábamos en valores cercanos a la CMI. Esta reducción continuó

produciéndose con todas las concentraciones ensayadas, de tal forma que

cuanto mayor era la dosis de antibiótico, menor era el número de bacterias

(tabla 6>.

La amoxicilina, en esta cepa de resistencia intermedia, consiguió

disminuir más bacterias que la combinación amoxicilina-ácido clavulánico (ver

las concentraciones 8 y 12 pg/ml y a la tercera y cuarta hora de ensayo>.

Estos niveles parecen ser los máximos que pueden conseguirse, ya que con

esas dosis la respuesta se estabilizaba. Por otra parte, fuera de estos puntos,

la amoxicilina-clavulánico actuaba de forma más potente.

3.2.5 Efecto de amoxicilina/ácido clavulánico y PMNs

Para todas las dosis existió un aumento de la fagocitosis significativo

respecto a las bacterias que crecieron sin PMN (p<O,O5).

Las cinéticas de crecimiento en presencia de PMN fueron inferiores con

amoxicilina sola que en este caso, excepto a la concentración de 0.5 pg/ml

(fig. 10). De igual forma, los porcentajes de fagocitosis y muerte intracelular

aún siendo elevados, eran menores que los observados con amoxicilina (tabla

6>.

Al igual que en casos anteriores también se observó sinergismo entre

los PMN más amoxicilina y clavulánico, en la eliminación de esta cepa de

StreDtococcus oneumoniae

.

3.2.6 Efecto de cefotaxima

En este experimento la reducción del número de bacterias se conseguía

a partir de concentraciones de 2 pg/ml y superiores, aunque con PMN, ya
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desde 0.5 pg/ml las bacterias entraban en una fase de muerte, efecto similar

al que se produjo con amoxicilina (tabla 7, fig. 11). Con concentraciones

mayores de antimicrobiano encontrábamos una elevada y rápida disminución

del número de microorganismos.

3.2.7 Efecto de cefotaxíma y PMNs

Cuando existan PMN en el medio de cultivo se obtuvo una reducción

del número de neumococos significativamente mayor (p<O,OE), que cuando

no los añadimos.

Los porcentajes de fagocitosis aunque fueron ligeramente más bajos

eran muy similares a los obtenidos para amoxicilina (tabla 7, fig. 12>.

Con esta cepa de serotipo 6 se consiguió una gran fagocitosis durante

todo el ensayo y con todos los antimicrobianos utilizados. El porcentaje mayor

de fagocitosis para cefotaxima se obtuvo con la concentración de 4 pg/ml.

En todos los tiempos y concentraciones estudiados pudo observarse un

efecto sinérgico entre antibiótico y PMN en la eliminación de las bacterias.

3.3 Estudio del serotlpo 9 de S. uneumoniae

3.3.1 Efecto de los PMNs

La cepa de pneumococco de serotipo 9 era sensible al ataque por parte

de los PMN (tabla 8>. En el caso de las bacterias control la fagocitosis fue

significativa (p<O.05) a partir de la segunda hora de ensayo, aunque los

porcentajes de fagocitosis que se obtuvieron fueron muy pequeños.

3.3.2 Efecto de amoxicilina

Con 2 pg/ml de amoxicilina la cinética de crecimiento de la bacteria era

ascendente, por lo que esta concentración antibiótica no fue suficiente para

eliminar las bacterias ni para detener su crecimiento. Sólo a partir de 4 pg/ml

comenzó a reducirse el número de bacterias, esta reducción era mayor cada
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vez que aumentábamos la concentración de amoxicilina (tabla 8, fig. 13).

3.3.3 Efecto de amoxicilina y PMNs

Al igual que ocurría cuando no se añadieron neutrófilos en el caldo de

cultivo, con PMN y a concentraciones bajas, la cinética no era de letalidad

<fig. 14>.

La fagocitosis y muerte intracelular a concentraciones de 0.5 pg/ml

seguía siendo pequeña (sólo era significativa, p’CO,O5, a partir de la segunda

hora>, y no era hasta la siguiente concentración ensayada, cuando se

obtuvieron niveles más altos.

No se produjo sinergismo con esta concentración de 0.5 ¡sg/mí, aunque

si apareció con concentraciones mayores.

Los porcentajes de fagocitosis se incrementaron con la concentración

y también con el tiempo que duró el ensayo, esto es, en la mayoría de los

casos aun se producía fagocitosis en la hora cuarta <tabla 8).

3.3.4 Efecto de amoxicilina/ácido clavulánico

En la figura 15 observamos las curvas de crecimiento de S. oneumoniae

en presencia de la combinación antimicrobiana amoxicilina más ácido

clavulánico. Igual que en el caso anterior las cinéticas bacterianas fueron

ascendentes hasta llegar a 4pg/ml. Se produjo una disminución más rápida del

número de bacterias que la que se producía con amoxicilina sola (o un

crecimiento más lento en el caso de que las curvas fueran ascendentes>. En

este caso se consiguió un efecto sobre el crecimiento bacteriano más rápido

con la combinación amoxicilina-ácido clavulánico que solamente con

amoxicilina, aunque en ambos casos la CMI fuera igual (tabla 9>.

3.3.5 Efecto de amoxicilinalácido clavulánico y PMN

Cuando existían PMN en el caldo <tabla 9, fig. 16) y con
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concentraciones de 2 ¡sg/ml la cinética bacteriana disminuyó. Los PMN

colaboran con el antibiótico en la eliminación de las bacterias logrando

cambiar la marcha ascendente de la cinética de crecimiento bacteriana por

una descendente o de letalidad. En todos los casos existían diferencias

significativas (p <0,05) entre las cinéticas de crecimiento de las bacterias que

crecieron sin neutrófilos y las que lo hicieron en presencia de ellos.

También se observaron diferencias entre ambos antibióticos, favorables

a la combinación antimicrobiana, cuando se añadían PMN al medio de cultivo.

Los porcentajes de fagocitosis eran menos homogeneos que los

obtenidos con amoxicilina, y salvo en ocasiones puntuales donde había ligeras

fluctuaciones como ocurría en la concentración de 2 ¡sg/mI, estos porcentajes

iban aumentando con la concentración.

En períodos de tiempo largos, como en el t=4, y con cantidades

grandes de antimicrobiano apenas variaba la fagocitosis respecto a tiempos

y dosis anteriores. Esta respuesta fagocítica era mayor para el caso de la

amoxicilina. Salvo en estas situaciones la combinación antibiótica ofrecía una

mejora en la eliminación de esta bacteria frente a amoxicilina en solitario.

El sinergismo era patente a lo largo de todo el ensayo.

3.3.6 Efecto de cefotaxima

En la tabla 10 se observa la evolución de la cinética de pneumococco

tratado con cefotaxima. Hasta una concentración de 0.5 ¡sg/ml la evolución

fue positiva, a partir de 2 ¡sg/ml el número de bacterias descendió. Con dosis

bajas de antibiótico (0.5 y 2 ¡sg/mí>, cefotaxima actuaba mejor que amoxicilina

y que amoxicilina/clavulánico frente a esta cepa de 5. oneumoniae

.

Posteriormente la eliminación bacteriana se equilibraba y con dosis elevadas

cefotaxima perdía eficacia (f¡g. 17>.
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3.3.7 Efecto de cefotaxima y PMNs

El estudio de la evolución del número de bacterias en presencia de

antibiótico y PMN confirmó que los neumococos disminuían su número a

partir de 2 ¡sg/mí, igual que en el caso anterior sin neutrófilos, pero ahora

descendiendo de forma más rápida <tabla 10, fig. 181.

La fagocitosis era significativa (p<0,05) en todos los tiempos y a

todas las concentraciones ensayadas. Los porcentajes de fagocitosis no

fueron tan altos como en el serotipo 6, aunque si eran elevados, y se situaron

en torno al 90 % en las dos últimas horas de ensayo y a las concentraciones

de 0.5, 2 y 4 ¡sg/ml.

En comparación con amoxicilina, habría que indicar que mientras esta

actuaba mejor con dosis altas (a partir de 8 ¡sg/mí>, la cefotaxima presentaba

mayores porcentajes de fagocitosis con concentraciones bajas.

En todas las dosis se observó un efecto sinérgico.

3.3.8 Efecto sinérgico

El efecto sinérgico establecido entre los PMN y los antibióticos, en la

eliminación de las bacterias, que comentamos a lo largo de esta exposición

se muestra en las tablas 11 - 13. Los resultados son los que obtuvimos en la

hora cuarta de ensayo.
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Figuras y tablas

Tabla 1. Concentraciones mínimas inhibitorias de los antibioticos utilizados en este estudio

frente a las tres cepas de Streptococcus nneumoniae

.

AMOXICILINA AMX/CLV CEFOTAXIMA

SEROTIPO 3 0.03 0.03 0.03

SEROTIPO 6 0.25 0.25 0.12

SEAQIIPO 9 2 2 2
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Tabla 2. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el 1og10 del número de bacterias viables
<medias ± DE.) y porcentajes de muerte fagoc(tica de Streotococcus oneumoniae <serotipo 31

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

IZ~hWWW_

LIZffl 0.52±0.15 0.85±0.18 1.12±0.15 1.45±0.29

Im 0.45±0.11 0.78±0.18 1.11 ±0.07 1.38±0.16

III~Ec. 14.89 14.89 2.28 14.89

11

-1.23±0.01 -2.05±0.01 -2.86 ±0.04 -3.20±0.05

-1.77±0.03 -2.88±0.03 -3.61±0 -4.19±0.01%FAGOC. 71.16 85.21 82.22 89.77

0,5 -0.93±0.08 -1.20±0.04 -1.79±0.08 -2.15 ±0.05

0,5 ~ ( -1.81 ±0.01 -2.44±0.04 -2.90±0.04 -3.32±0.04

% FAGOC. 86.82 94.25 92.24 93.24

2 -1.26±0.05 -1.72±0.05 -2.32 ±0.09 -2.65±0.12

2 P -1.54±0.02 -2.93±0.06 -3.22±0.02 -3.49±0.04

% FAGOC. 47.52 93.84 87.41 85.55

4 -1.29±0.01 -1.76±0.10 -2.38±0.02 -2.78±0.12

4P -1.70±0.01 -2.95±0.04 -3.19±0.08 -3.50±0.01
%

% FAGOC. J 61.10 93.54
~1

84.51 80.95

8 -1.16±0.01 -1.73±0.01 -2.83±0.07 -3.21±0

¡ 8 P -1.62±0.02 -2.52±0.11 -3.56±0.03 -4.15±0.01

% FAGOC. ] 65.33 83.78 81.38 88.52 ¡
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Tabla 3. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el Iog1,, del número de bacterias viables

(medias ± DE.> y porcentajes de muerte fagocítica de Strentococcus pneumoniae (serotipo 3>

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina-ac. clavulánico expresadas
en la tabla.

mmm
C 0.52±0,15 0.85±0.18 1.12±0.15 1.45±0.29cF 0.45±0.11 0.78±0.18 1.11 ±0.07 1.38±0.16

% FAGOC. 14.89 14.89 2.28 14.89

1

12/2,5 -1.53±0.01 -2.23±0.03 -2.66±0.07 -3.25±0.05 1

-4.06±0.0612/2,5 P -2.08±0.03 -2.99±0.03 -3.49 ±0,01

% FAGOC. 71.82 82.62 86.21

—~

84.21

0,5/0,1 -1.16±0.16 -1 .57±0.04 -1.97±0 -2.31 ±0.03

0,5/0,1 P 1 -1.73±0.19 -2,06±0.08 -2.39±0.06 -2.82±0.04

¡ % FAGOC. 73.09 69.10 61.98 69.10

2/0,5 -1.13±0.01 -1.64±0.06 ] -2.14±0.03 -2.50±0.04

2/0,5 P 1 -1 .67±0.09 -2.27±0.11 -2.89±0.07 -3.20±0.19

%FAGOC. 1 71.16 76.56 82.22 81.80

4/1 -1.33±0.04 -1.73±0.06 -2.47±0.09 -2.90±0.13

4/1 P -2.08±0.02 -2.63±0.03 -3.31 ±0.04 -3.56±0.10

% FAGOC. j 82.22 87.41 85.55 78.12

8/1,5 -1.47±0.04 -2.09±0.09 -2.75±0.04 -3.19±0.08

8/1,5 1’ -2.31 ±0.01 -3.05±0.03 ¡ -3.58±0.04 -3.90±0.10

¡ % FAGOC. 1 85.56 89.04 85.21 ¡ 80.50
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Tabla 4. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el 1og10 del número de bacterias viables

Imedias ± DE.) y porcentajes de muerte fagocítica de Strevtococcus nneumoniae (serotipo 3)

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla.

E~ZWW
III”
m

0.52±0.16 0.85±0.18 1.12±0.15 1.45±0.29

0.45±0.11 0.78±0.18 1.11 ±0.07 1.38±0.16

14.89 14.891

II
r___

12 -0.68±0.01 -1.16±0.02 -1.82±0.03 -2.48±0.061

12 P -0.83±0.10 -1.44±0.10 -2.14±0.03 -2.82±0.04_—j

54.29% FAGOC. 29.21 47.52 52.14

0,5 -0,12±0.04 ¡ -0.60±0.06 -1.23±0.11 -1.79±0.02

0,5 P -0.25 ±0.05 -0.91 ±0.09 -1.65±0.13 -2.10±0.09

% FAGOC. ¡ 25.87 51.02 61.98 51.02

2 -0.33±0.14 -0.79±0.04 -1.46±0.03 -1.96±0.021

2 P -0.40±0.15 -1 .18±0.29 -1.98±0.32 -2.62±0.29

% FAGOC. 14.89 59.26 69.80 78.12

4 -0.51 ±0.04 -0.97±0.06 -1.54±0 -2.13±0.04

4P -0.59±0.06 -1,19±0.13 -2.00±0.16 -2.64±0.16

% FAGOC. 16.82 39.74 65.33 69.10

8 -0.55±0.03 -1.05±0.04 -1.69±0.16 -2.24±0.17

8 P -0.69±0.13 -1.23±0.13 -1.98±0.28 -2.63±0.26

% FAGOC. 27.56 33.93 48.71 59.26
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Tabla 5. Diferencias entre el tiempo t y t~0 en el ¡cg10 del número de bacterias viables

<medias ± DE.) y porcentajes de muerte fagocltica de Strectococcus oneurnoniae <serotipo 6>

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

L TIEMPO Ch> 1 [IIIIIIIIZEIIIIIIIIIILIIIIIIIIII
C 0.59±0.36 1.24±0.26 1.91 ±0.19 2.19±0.07

CP j 0.30±0.36 0.90±0.38 1.52±0.50 1.79±0.35

% FAGOC. 48.71 54.29 59,26 60.19

11
11

12 -0.74±0.04 -1.60±0.08 -2.55±0.01 -3.48±0.04

12 -2.67±0.01 -4.38±0.17 -4.84±0.1598.83 99.83 99.49

0,5 -0.02±0.02 0.28±0.03 0.49±0.11 0.63±0.03

0,5 P -0.76±0.10 -1.16±0.15 -1.53±0.16 -1.86±0.19

% FAGOC. 81,80 96.29 99.02 99.67

2 -0,46±0.02 -1.03±0.04 -1.46±0.16 -1.81±0.14 ¡

¡ 2 P j -2.17±0.12 -3.36±0.19 ¡ -3.79±0.11 -4.22±0.10

% FAGOC. 98.05 99.53 99.63 99.61

4 -0.57±0.03 ¡ -1.15±0.03 -1.62±0.01 -2.00±0.04

~ -2.41 ±0.04
¡ —

-3.61 ±0.08 -4.23 ±0.08 -4.73±0.23

% FAGOC. 98.56 99.65 99.76 99.81

8 -0.53±0.06 -1.53±0.03 ¡ -2.50±0.08 -3.44±0.15

SP ] -2.70±0,06 -3.78±0.09 -4.49±0.11 1 *

% FAGOC, 99.32 99.44 98.98

* Datos fuera de escala.
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Tabla 6. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el 1og10 del número de bacterias viables

(medias ± D.E.) y porcentajes de muerte fagocítica de Streotococcus oneumoniae <serotipo 6>

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina-ác. clavulánico expresadas

en la tabla.

I~h1WW_
III 0.59±0.36 1.24±0.26 1.91±019 2.19±0.07
m 0.30 ±0.36 0.90±0.38 1.52±0.50 1.79±0.35
I~Goc. 48.71 54.29 59.26 60.19

1

Ii

1

11
12/2,5 -1.11 ±0.04 -1 .88±0.03 -2.45±0.06 -2.99±0.14

12/2,5 P -2.04±0.01 -3.17±0.08 -4.08±0.10 -4.69±0.07

% FAGOC. 88.25 94.87 97.66 98.01

0,5/0~ 1 -0.37±0.06 -0.56±0.09 -0.73±0.07 -0.96±0.04

0,5/0,1 P -1.02±0.06 -1.57±0.13 -2.20±0.11 -2.62±0.10

% FAGOc. 77.61 90.23 96.61 97.81

2/0,5 -0.73±0.03 -1.26±0.03 -1.75±0.04 -2.13±0.09

2/0,5 P -1.35±0.06 -2.13±0.09 -2.89±0.12 -3.57±0.23

% FAGOC. 76.01 85.88 92.76 96.37

4/1 -0.95±0.04 -1.49±0.02 -1.93±0.06 -2.32 ±0.06

4/1 P -1.74±0.08 -2.71 ±0.06 -3.60±0.01 -4.11 ±0.11

% FAGOC. 83.78 93.97 97.86 98.38

8/1,5 -1.11 ±0.02 -1 .65±0.13 -2.25±0.14 -2.69±0.15

8/1,5 P -2.00±0.09 -2.95±0.13 -3.85±0.13 -4.43±0.19

% FAGOC. ¡ 87.12 94.99 97.49 98.18
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Tabla 7. Diferencias entre el tiempo t y t=O en el 1og10 del número de bacterias viables

(medias ± D.E.) y porcentajes de muerte fagocítica de Streotococcus oneumoniae (serotipo 61
control y tratadas con PMN y con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla,

TIEMPO (ti) ¡jjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjj 2 1 1

[11 0.59±0.36 1.24±0.26 1.91 ±0.19 2.19±0.07

C P 030±0.36 0.90±0.38 1.52±0.50 1.79±0.35

~ FAGOC 4871 54.29 59.26 60.19

1
1
1
1

12 -0.85±0.01 -1,77±0.03 -2.43±0.04 -3.04±0.09

12 P -1.87±0.02 -3.87±0.06 -4.35±0.11 -4.96±0

% FAGOC. 90.45 99.21 98.80 98.80

0,5 0.30±0.03 0.58±0.05 0.81 ±0.11 0.81 ±0.09

0,5 ~‘ -0.46±0.09 -0.86±0.14 -1.11 ±0.02 ¡ -1.36±0.04

% FACOC. [ 82.62 96.37 98.80 99.32

2 -0.15±0.09 -0.77±0.06 -1.74±0.01 -2.51 ±0.12

2P 1 -0.99±0.04 -2.55±0.03 -3.31 ±0.09 -3.60±0.16

% FAGOC. j 85.55 98.34 97.31 91.87

4 -0.78±0.05 -1.44±0.13 -2.22±0.01 -2.72±0.11

4P -1.89±0.11 -3.69±0.15 -4.28±0.09 -4.85 ±0.04

% FAGOC. 92.24 99.44 99.13 99.26

8 -0.91±0.04 ¡ -1.89±0.06 -2.44±0.04 -2.80±0.19

8P -1.91±0.02 -3.75 ±0,11 -4,28 ±0.04 -4.94±0.01

% FAGOC. 90.00 98.62 98,56 96.69
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Tabla 8. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del número de bacterias viables

(medias ± DE.) y porcentajes de muerte fagocítica de Streotococcus oneumoniae <serotipo 9)

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

~tiflZWW_
0.80±0.08 1.50±0.15 2.02±0.16 2.34±0.07
0.72±0.24 1.36±0.06 1.92±0.15 2.23±0.12

% FAG0C.~ 16.82 27.56 20.57 22.381

1~1
12 -0.46±0.04 -0.94±0.04 -1.37±0.04 -1.66±0.06

12 P j~ -0.97±0.02

%FAGOC. 69.10

-2.15 ±0.03 -2.98±0.05 -3.29 ±0.03

93.84 97.56 97.66

0,6 0.71 ±0.08 1,35±0.09 ¡ 1.80±0.04 1.83±0.07

0.66±0.06 1.22±0.11 1.59±0.06 1.57±0.17

% FAGOC. 10.88 25.87 38.34 45.05

2 0.29±0.02 0.72±0.05 0.98±0.17 1.20±0.23

2P j -0.05±0.02 0.08±0.02 0.29±0.04 0.76±0.23

% FAGOt?. 1 54.29 77.09 79.58 63.69

4 -0.10±0.04 -0.60±0.03 -1.08±0.02 -1.27±0.08

4P -0.33 ±0.03 -1.07±0.06 -1.74±0.01 -2.27±0.01 ¡

* FAGOt?. 41.12 66.12 78.12 90.00

¡ 8 -0.40±0.04 -0.71 ±0.04 -1.20±0.05 -1.34±0.01

SP f -0.79 ±0.05 -1.57±0.06 -2.45 ±0.06 -2.95 ±0.04

% FAGOt?. 59.26 86.20 94.38 97.43
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Tabla 9, Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el 1og10 del número de bacterias viables

Imedias ± DE.> y porcentajes de muerte fagocitica de StreDtococcus vneunloniae Iserotipo 9>
control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina-ác. clavulánico expresadas

en la tabla.

(z~EtirmrnW_
C 0.80±0.08 1.50±0.15 2.02±0.16 2.34±0.06

EZfl 0.72±0.24 1.36±0.06 1.92±0.15 2.23±0.12
[~ffioc~¡ 16.82 27.66 20.57 22.38

1

1
1

12/2,5 -1.33±0.08 -1.96±0.04 -2.57±0,07 -2.77±0.06

12/2,5 P -2.73±0.18 -353±0.15 -3.79±0.03 406±003

% FAGOC. 96.02 97.31 93.97 94 87

0,5/0,1 0.10±0.02 0.53±0.05 1.14±0.06 1.46±0.01

0,5/0,1 P -0.47±0.25 -0.34±0.09 -0.10±0.11 0.30±0.07

* FAGOt?. 72.46 86.20 94.11 93.08

2/0,5 -0.30±0.18 ¡ 0.15±0.04 0.29±0.04 ¡ 0.28±0.13

2/0,5 1’ j -0.52±0.15 -0.56±0.07 -0.65±0.01 -0.96±0.05

% FAGOt?. 67.64 80.05 88.25 94.11

4/1 -0.43±0.17 -1.20±0.09 -1.93±0.03 ¡ -2.40±0.12

4/1 P -1.10±0.04 -2.22±0.13 -3.25 ±0.11 -3.66±0.32

* FAGOt?, 78.62 90.45 95.21 94.51

8/1,5 -0.94±0.32 -1.76±0.25 -2.33 ±0.24 -2.56±0.14

8/1,5 1’ j -2.24±0.24 -3.10±0 -3.63±0.07 -3.80±0.11

% FAGOt?. 94.99 95.43
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Tabla 10. Diferencias entre el tiempo t y t= 0 en el 10010 del número de bacterias viables
(medias ± D.F.) y porcentajes de muerte fagocítica de Streotococcus pneumoniae (serotipo 9)

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla.

4

t? 0.80±0.08 1.50±0.15 2.02±0.16 2.34±0.07

GP 0.72±0.24 1.36±0.06 1.92±0.15 2.23±0.12

% FAGOC. 16.82 27.56

1

1
-0.51 ±0.10 -0.88±0.10 -1.21 ±0.08 -1 .62±0.08

12 P -0.82±0.06 -1.54±0.10 -1.96±0.10 -2.49±0.18

% FAGOC. 51.82 78.12 82.22 86.21

0,5 0.50±0.03 1.00±0.09 1.34±0.12 1.51 ±0.20

0,5P -0.13±0.03 0.03±0.06 0.31 ±0.18 0.53±0.33

% FAGOt?. 76.56 89.29 90.67 89.53

2 -0,13±0.04 -0.48±0.01 -0.63±0.11 -1.07±0.18

2 P -0.62±0.03 -0.96±0.04 -1 .43±0.10 -2.01 ±0.30

* FAGOt?. 67.64 66.89 84.15 88.52

4 -0.16±0.01 -0.64±0.07 -0.96±0.04 -1.34±0.18

4P 1 -0.86±0.08 -1.46±0.06 -1.72±0.11 -2.37 ±0.30

* FAGOt?. 80.05 84.86 82.62 90,67

8 -0.20±0.02 -0.56±0.01 -0.96±0.03 -1.37±0.05

SP -0.77±0.14 -1.36±0.01 -1.75±0.11 -2.25±0.06

% FAGOt?. -i 73.09 84.15 83.78 86.32
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Tabla 11. Efecto de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavulénico Y

cefotaxima por si solas y en combinación cori PMN en la eliminación del serotipo 3 de

Streotococcus oneumoniae. Los resultados se expresan como medias (±D.E> en la reducción del
número de bacterias viables <Log¶0 cfu/ml> respecto a los controles en la cuarta hora del ensayo.

Efecto de los ¡‘hIN (A) Concentración
antibióticagg/mI

Efecto
antibiótico

Efecto A -- E Efecto conjunto

AMOXIC¡LINA

o 07½-0,45

0,25 3,60±0,34 3,60 4,77 ±0,33

4 4,23±0,33 4,23 4,95±0,30

12 4,65±0,34 4,65 5,64±0,30

AMOX/CLAV

0,0T±O,45 4 4,35±0,42 4,35 5.01 ±0,39

12 4,70±0,36 4,70 5,51 ±0,35

CEFOTAXIMA

O,07±0,45

0,25 3,24±0,31 3,24 3,55±0,38

4 3,58±0,33 3,58 4,09±0,33

12 3,93±0,35 3,93 4,27±0,33

Efecto no significativo (p.ct 0,05)
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Tabla 12. Efecto de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavulánico y

cefotaxima por si sólas y en combinación con PMN en la eliminación del serotipo 6 de S

.

oneumoniae. Los resultados se expresan como medias (± DE) en la reducción del número de

bacterias viables (Log~0 cfu/ml) respecto a los controles en la cuarta hora del ensayo.

Efecto de los PMN (A) concentración
antihiótica tglml

Efecto
antibiótico

Efecto A + E Efecto conjunto

AMOXICILINA

0,38±0,42

0,25 1,56±0,20 1,94±0,62 4,05±0,26

4 4,19±0,11 4,57±0,53 6,92±0,30

12 5,67±0,11 6,05±0,53

AMOX¡CLAV

0,38±0,42

0,25 3,15±0,11 3,53±0,53 4,81 ±0,17

4 4,51 ±0,13 4,89±0,55 6,30±0,18

12 5,18±0,21 5,56±0,63 6,87±0,14

CEFOTAXIMA

0,38±0,42

0,25 1,38±0,16 1,76±0,58 3,55±0,11

4 4,91 ±0,18 5,29±0,60 7,04±0,11

12 5,23±0,16 5,61 ±0,58 7,15±0,07

Fuera de escala
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Tabla 13. Efecto de la actividad antirnicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavulánico y

cefotaxima por si solas y en combinación con PMN en la eliminación del serotipo 9 de

Streotococcus onumoniae. Los resultados se expresan como medias (± DE.) en la reducción del

número de bacterias viables (Log10 cfu/ml> respecto a los controles en la cuarta hora del ensayo.

Efecto de los PMN (A) Concentración
antibiótica gg/rnI

Efecto
antibiótico

Ef~toA+B Efecto conjunto

AMOXICILINA

0,11 ±0,19

0,25 0,51 ±0,14 0,62±0,33 0,77 ±0,24

4 3,61 ±0,15 3,72±0,34 4,61 ±0,15

12 4.00±0,13 4,11 ±0,32 5,63±0,13

AMOX/CLAV

0,11±0,19

0,25 0,88±0,08 0,99±0,27 2,04±0,14

4 474±0,19 4,85±0,38 6,00±0,3912 5,11 ±0,13 5,22±0,32 6,40±0,10

CEFOTAXIMA

0,11 ±019

0,25 0,83 ±0,27 0,94±0,36 1,81 ±0,40

4 368±0,08 3,79±0,27 4,71 ±0,15

12 3,96±0,15 4,07 ±0,34 4,83 ±0,25

- Diferencias no sionificativas.
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SEROTIPO 3
Amoxicilina

Log <UFC/rnl)
lo

Tiempo <h)

—a -~- s
-x- ~

-~- S ~2 ± S

~8÷S ~12±S

Figura 1. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de S. pneumoniae controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina señaladas.

8

4

2

0 1 2 3 4
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SEROTIPO 3
CTX + PMN

Log <UFC/ml)
la

6

4

2

Tiempo Ch>

~C+PMN+s *05+PMN+s~k~2+pMN+s

*4+PMN+S ~8+PMN+S ~12.4-PMN±s

Figura 2. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de S

.

nneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina

señaladas.

8

0 1 2 3 4
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SEROTIPO
AMX/CLV

Log fUFO/mf)
lo

—c+ s

3

Tiempo Ch>

*05/01 + S ~2/O.5± S

+ 5 ~8¡2± 5 *12/22+5

Figura 3. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de 5. oneumoniae controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina/clavulánico señaladas.
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SEROTIPO 3
AMX/CLV + PMN

8

Log <UFC/ml)
lo

Tiempo <h)

0.5iO.í + P+ S Á 2/0.5+ P+ S

-~~- 4/1+ P+ 5 ~8/1.5+ 1% S ~12/2.5+P+ S

Figura 4. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de S

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de

amoxicilina/clavulánico señaladas.

&

4

2

x

o 1 2 3

~C+ P+ S

4
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SEROTIPO 3
Cefotaxima

Tiempo Ch)

—c + s ><0.5÷S ~2#S

~4-4-S ~8+S ~12+S

Figura 5. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de 5. oneumoniae controles

y tratados con las concentraciones de cefotaxima señaladas.
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SEROTIPO 3
CTX + PMN

8

Log (UFCImI>
lo

Tiempo (h>

—C+ PMN+ s *05+ PMN±S ~2-i- PMN±S

*4+ PMN+ s ~8± PMN±5 ~12+ PMN±S

Figura 6. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de 5

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

señaladas.
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4

2

o 1 2 3 4
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SEROTIPO 6
Amoxicilina

8

Log <UFC/ml)
lo

6

4

2

Tiempo (h)

E: + s
-y-- 4 + S

~O.5 + S ~2 4- S

~8±S ~12+S

Figura 7. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de 5. oneumoniae controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina señaladas.
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SEROTIPO 6
AMX+ PMN

Tiempo (h)

-‘--C+ PMN+ S *Q5~ PMN+ S ~2+ PMN+ 9

*4~ PMN+ 5 -~-8+ PMN+ 5 ~12+ PMN+ 5

Figura 8. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de 5

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina

señaladas.

8

Log <UFCImII
lo

6

4

2

0 2 3 4
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SEROTIPO 6
AMX/CLV

8

Log (UFC/mI)
10

6

4

2

Tiempo Ch>

~O.5/0.1 +

~8/2± 5

5 ~2/0.E+ 5

~12/2.2+ 5

Figura 9. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de 5. DneumOniae controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina/clavulánico señaladas.
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—C+ 5
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SEROTIPO 6
AMX/CLV + PMN

Tiempo Ch>

c+ P+ 5

-~- 4/1+ P+ 5

-~- 0.5/0.1 + P+ 5 ~ 2A3.5+ P+ 5

~8fl.5+P+S ~12/2.5+P+S

Figura 10. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de 5

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de

amoxicilina/clavulánico señaladas.
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SEROTIPO 6
Cefotaxima

Log (UFC/ml>

-*- 4 + s

Tiempo <h)

~O.5 + S ~2 -~- S

.-•--8+s ~12+S

Figura 11. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de S. oneumoniae.

controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima señaladas.
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SEROTIPO 6
CTX + PMN

Log (UFC¡ml)
lo

Tiempo <h)

—C+ PMN-+ S *Q5} PMN±S ~2+ PMN±S

*4~ PMN±S
-~ 8+ PMN±.5 ~12+ PMN+ 5

Figura 12. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de 5

.

nneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

señaladas.

0 1 2 3 4
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SEROTIPO 9
Amoxicilina

Log CUFC/mlj
lo

Tiempo Ch)

~0.5 + S

~ 8 + S

-a-- 2 + S

-~- 12 + S

Figura 13. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de S. oneumoniae

controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina señaladas.
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SEROTIPO 9
AMX + PMN

8

Log (UFC/ml)
lo

6

4

2

Tiempo (h)

~C+ PMN+ 5

~ PMN+ 5

Figura 14. Cinéticas de crecimiento

oneumoniae, controles y tratados

señaladas.

*05+ PMN+ S ~ PMN+ 5

~8+ PMN+ .3 ~12+ PMN+ 5

en presencia de PMN del serotipo 9 de S

.

con las concentraciones de amoxicilina

o 2 3 4
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SEROTIPO 9
AMX/CLV

8

Log <UFO/mí)
lo

—c+ s
*4/1 + 5

~O.5/O.1 + S ~2/O.5÷ 5

8/2±5 ~12/2.2+ 5

Figura 15. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de 5. oneumoniae

controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina/clavulánico

señaladas.
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SEROTIPO 9
AMX/CLV + PMN

8

Log (UFC/ml)
lo

6

4

2

~C-l- P+ 5 0.5/0.1 + P+ 5 ~ 2/0.5+ P+ 5

—~- 4/1+ P+ 5 ~8fl.5± P+ 5 ~12/2.5+ P+ 5

Figura 16. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 9 de 5

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de

amoxicilina/clavulénico señaladas.
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SEROTIPO 9
Cefotaxima

8

Log (UFCImIj
lo

6

4

2

—c ~- s ~o.5 + S ~2 + S

~4+S ~8Á-S ~12±S

Figura 17. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de 5. nneumoniae

controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima señaladas.
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SEROTIPO 9
+PMN

Log (UFC/mI>
lo

CIX

0 1 2 3

Tiempo (h>

—C+ PMN±S *05+ PMN±.3 ~2± PMN+ .3

*4+PMN+S ~8+PMN+S ~12-~-PMN+ .3

Figura 18. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 9 de 5

.

oneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

señaladas.
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Discusión

1 ANÁLISIS DEL MÉTODO

1.1 Obtención y medición del inóculo

A partir de la dilución de un cultivo bacteriano que permaneció durante

toda la noche en crecimiento, y ya en fase estacionaria o de muerte celular,

se obtuvo la fase de crecimiento exponencial de las bacterias. También podría

haberse conseguido directamente a través de la inoculación, en un medio de

cultivo adecuado, de las colonias de neumococos a partir de la placa de agar

sangre donde se desarrollaban. Ambos procedimientos podían utilizarse (79),

pero dadas las características de nuestro ensayo y la mayor rapidez con que

se necesitaba obtener la fase exponencial de las bacterias se optó por el

primer método descrito, además se conseguía así una mayor sincronía en el

crecimiento y con ello una mayor uniformidad en los resultados.

La concentración bacteriana adecuada se alcanzaba a una determinada

medida espectrofotométrica, ambos parámetros se correlacionaron

anteriormente mediante la realización de unos controles frente a cada cepa

bacteriana, ya que la medida del espectrofotómetro varía en función de la

cepa de 5. oneumoniae utilizada. En nuestro caso tal variación se debía,

fundamentalmente, a la elaboración de diferentes tipos de cápsulas por las

bacterias, en otros casos también se producían variaciones en la medida

debido a otros procesos como agregación bacteriana o a la producción de

células de diferentes tamaños. Este método de medición era, sin duda, más

riguroso y objetivo que otros métodos empleados como la escala de Mc

Farland <80>.

1.2 Extracción de los neutrófilos

Mediante la separación de los PMN por el método descrito se podían

conseguir dichas células en un período de tiempo corto <aproximadamente 60

85



Discusión

minutos>, en comparación con las técnicas que utilizaban gradientes de

densidad para separarlos.

El rendimiento en la obtención de células era elevado, y en condiciones

ideales se podían conseguir hasta 4 x 106 células/ml de sangre. La pureza

obtenida era, sin embargo, mayor con los gradientes de densidad. En nuestro

caso los neutrófilos obtenidos no estaban aislados completamente sino que

se encontraban mezclados con un pequeño porcentaje de otros tipos de

células blancas como son los linfocitos y monocitos, que de todos modos no

iban a interferir con los resultados del estudio.

En algunos casos se ha mencionado la posibilidad de que el cloruro

amónico, utilizado para lisar los glóbulos rojos, alterase el balance electrolítico

de los neutrófilos con la consiguiente pérdida, total o parcial, de alguna de sus

funciones. En cualquier caso los efectos causados por el cloruro amónico son

reversibles (81) al resuspender las células posteriormente en un medio

fisiológico, como es la solución salina de Hank, utilizada en nuestro estudio.

Estos inconvenientes no se resuelven, si no que más bien parecen agravarse,

cuando utilizamos otros métodos de separación, dado que también se han

observado problemas que conducen a la pérdida, en algunos casos

irreversible, de alguna función de los PMN al separar estos mediante el uso de

polimeros en gradiente de densidad <82-86). La separación mediante el

método que seguimos es, por tanto, la menos perjudicial para los neutrófilos.

1.3 Tratamiento antimicrobiano

Para determinar el efecto conjunto de los PMN y los antimicrobianos

sobre las bacterias u otros microorganismos había que tener en cuenta que los

elementos presentes en el estudio podían interaccionar entre si, de esta forma

los resultados obtenidos podían deberse a unos efectos directos

antimicrobiano-bacteria o PMN-bacteria, o podíamos observar un resultado

final, consecuencia de unas relaciones establecidas entre todos los agentes
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implicados en el estudio. Era necesario tener unos ensayos que diferenciasen

los distintos efectos. Para ello en primer lugar se trató las bacterias con cada

uno de los antimicrobianos utilizados en el ensayo. También se analizó el

efecto bactericida provocado únicamente por los PMN. Posteriormente las

bacterias fueron sometidas a la acción conjunta de los PMN y del antibiótico.

Las concentraciones de antimicrobianos empleadas en el estudio se

correspondían con las concentraciones medias obtenidas en el suero de un

individuo, tras ser sometido a un régimen de dosificación normal con dichos

antibióticos. La dosis de 12 ¡sg/ml era la dosis máxima que se obtenía al

ingerir 500 mg de amoxicilina. Con cefotaxima las concentraciones

alcanzadas eran similares, aunque debido a la distinta forma de administración

el máximo se consiguía más rápidamente. Se tomaron también otras dosis

intermedias entre este valor máximo, que representaban otros valores

obtenidos en el organismo antes y después de alcanzar dicha concentración

máxima.

1.4 Lisis de los neutrófilos

Para lisar los PMN y mantener intactas las bacterias, que eran el

parámetro que se iba a determinar, podía recurrirse, como en nuestro caso,

al choque osmótico por dilución en agua destilada a temperatura ambiente,

del medio de cultivo con los PMN y las bacterias (87). También podía

emplearse de forma efectiva un choque osmótico a 00C (88). Existen otros

métodos para conseguir una lisis más completa de los neutrófilos, aunque no

son tan inocuos para las bacterias y pueden alterar sus funciones. La

utilización de agua destilada a un pH elevado podía alcanzar la lisis de un

95,5% de los PMN <89> y se ha comprobado que valores elevados del pH del

agua hasta valores de 11 no producían daños significativos en bacterias como

5. aureus y E. coli. En el caso de 5. oneumoniae no se ha comprobado esto

y además el pH influye en la eliminación de los neumococos que han sido
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tratados con antibióticos lA-lactámicos, de forma que niveles bajos de pH

protegían a la bacteria de la lisis provocada por estos antibióticos (90>. Por

ello se eligió un método que lisara un número menor de PMN, pero que no

interfiriese en la eliminación de las bacterias provocada por los

antimicrobianos.

2 ESTUDIO DE LOS RESULTADOS

2.1 ANÁLISIS DE LAS CMIs.

La acción que causan los antibióticos lA-lactámicos sobre las bacterias

se debe a los efectos que provocan en la pared bacteriana. Estos inhiben la

reacción de transpeptidación, evitando así la formación de los enlaces

peptídicos que se producirían en la pared y dando como resultado una pared

mucho más laxa, con pérdida de estabilidad y originando una célula que está

expuesta a las variaciones osmóticas del medio extracelular. Conociendo este

hecho, la hipótesis más probable para explicar la muerte celular de la bacteria

causada por los IA-lactámicos, postulaba que esta era causada por la rotura de

las membranas de la bacteria debido a la elevada presión osmótica ejercida

por el citoplasma (91>. Tomasz (91> sugirió que al menos en neumococos,

donde el llevaba a cabo sus estudios, el tratamiento lA-lactámico también

interactuaba con un inhibidor de la actividad autolitica de la bacteria, lo que

provocaría la actividad incontrolada de dichos enzimas autolíticos de la pared

celular, produciéndose así la lisis del neumococo.

Puede aparecer una resistencia frente a este tipo de antibióticos por

producción de R-lactamasas, pero no es el caso que nos ocupa, puesto que

no se han descrito cepas de Streotococcus oneumoniae productoras de estas

enzimas (92>. Debido a las características de la pared celular de bacterias

grampositivas no es necesario que el antibiótico lA-lactámico penetre al interior

de la célula para llevar a cabo su acción, por lo que en estas bacterias no se
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producen resistencias frente a estos antibióticos debido a mutaciones que

alteren su permeabilidad celular. La única posibilidad de explicar la variación

existente en las CMIs de las tres cepas de Streotococcus oneumoniae

estudiadas (tabla 1>, se basa en un tercer tipo de mecanismo que provoca

resistencia frente a estos antimicrobianos, que es la alteración en las PBPs de

la bacteria (93-95). Las alteraciones en las PBPs, producidas por sucesivas

y múltiples mutaciones, crean nuevas proteínas con diferente afinidad por el

antibiótico, lo que en algunos casos va a otorgar una cierta resistencia a la

bacteria (96, 97), en el caso de que la afinidad halla disminuido tras la

mutación. Aislados clínicos de alta resistencia a las penicilinas muestran

cambios en sus PBPs la, 2a, 2b o 2x, o combinaciones de estas proteínas

alteradas (94, 98, 99). Debido a estas modificaciones la acción de un mismo

antibiótico B-lactámico sobre una especie bacteriana puede variar, haciendo

que varíen las CMI frente a ese antibiótico. Estas mutaciones son fácilmente

transmisibles de una cepa a otra mediante transformación, lo que provoca un

aumento de las cepas bacterianas de alta resistencia a los antibióticos (A-

lactámicos.

La acción que ejercen los antibióticos IA-lactámicos también puede ser

evitada, en cierto grado, cuando la bacteria es tolerante a dicho antibiótico.

En el fenómeno de la tolerancia existe una característica común, y es que la

CMI de la bacteria hacia el antibiótico no varia, pero el efecto bactericida del

antibiótico si lo hace, de tal forma que la bacteria no tiene el mismo

porcentaje de muerte que el organismo no tolerante (100 - 103).

La tolerancia se explica por mutaciones que aparecen en los sistemas

autolíticos de la bacteria (75, 103, 104, 105>. El organismo puede ser

deficiente en estos sistemas (105) o puede tener niveles normales de

actividad autolítica pero tener modificadas las dianas autolíticas <106), con lo

que también aparecen bacterias relativamente resistentes a los efectos líticos

de los antibióticos lA-lactámicos. El antibiótico impide el desarrollo de la
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bacteria tolerante, debido a que no entran en acción estos sistemas

auto líticos.

2.2 ANÁLISIS DEL EFECTO BACTERICIDA DE LOS PMNs.

El efecto que producen los PMN sobre los neumococos es bastante

variable debido en gran parte, a los diferentes tipos de cápsulas que pueden

presentar estas bacterias. Los organismos no encapsulados son, a menudo,

ingeridos y eliminados por los neutrófilos incluso en ausencia de

complemento. Las bacterias encapsuladas, en general y no sólo los

neumococos, impiden la fagocitosis y son más virulentas que las cepas no

encapsuladas <107). Los serotipos que cuentan con grandes cápsulas

polisacarídicas, son más difíciles de fagocitar y por lo tanto de ser eliminadas

por los PMN.

Además de las cápsulas existen otros factores que van a interactuar

con la fagocitosis haciéndola más difícil. En 5. aureus un componente de su

superficie externa, la proteína A, impide la opsonización por parte de los

factores del complemento, retrasando así la fagocitosis por los leucocitos.

Algunos antibióticos reducen la cantidad de proteína A en la superficie celular

con lo que aumentan la fagocitosis y muerte deS, aureus (23, 1081. Algunas

cepas de 5. ovopenes que poseen proteína M en su superficie son más

resistentes a la fagocitosis. También la capacidad antifagocítica de esta

proteína parece deberse a las características que la hacen impedir la

opsonización de la bacteria. Los antibióticos como la clindamicina <109, 110,

111), aumentan la fagocitosis, debido a que provocan la desaparición de esta

proteína. Dicha eliminación permitiría una mayor unión del factor de

complemento C3 a la superficie bacteriana, aumentando la opsonización y la

posterior fagocitosis. 5. nneumoniae también cuenta con proteínas en su

superficie externa como la Psp A, que es un importante factor de virulencia

en esta bacteria.
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En nuestro caso, el éxito de los PMN para eliminar las bacterias por si

mismos, es decir sin adición de ningún tipo de antibiótico al medio, fue

distinto dependiendo de la cepa de 5. oneumoniae utilizada para llevar a cabo

el ensayo. Mientras que la cepa de serotipo 3, sensible a penicilinas, no se

mostró significativamente sensible a la acción del suero y de los PMN, las

otras dos cepas si fueron fagocitadas y eliminadas de forma significativa,

aunque en distinto grado cada una de ellas. A diferencia de los serotipos 6 y

9, la cepa de peumococco de serotipo 3, sensible a penicilinas, contaba con

una cápsula mucosa muy grande y fenotípicamente distinta de las anteriores

que iba a constituir una de las causas para su difícil eliminación fagocitica por

parte de los PMN.

Las diferencias fenotípicas que existían entre los serotipos 6 y 9 no

eran tan evidentes como las encontradas con la cepa anterior, pero si se

encontró una diferente eliminación causada por los PMN. Ambas cepas fueron

capturadas y eliminadas de forma significativa por los fagocitos en presencia

de suero humano normal, pero la cepa de serotipo 6 era eliminada de forma

más eficaz que la de serotipo 9. Estas diferencias, además de deberse a los

distintos tipos de cápsulas de cada serotipo, se debía al mayor o menor grado

de permisividad que presenten estas bacterias a ser opsonizadas por los

factores séricos, como se ha mencionado anteriormente.

Hasta ahora se habían identificado 85 serotipos distintos de S

.

oneumoniae en cuanto a la antigenicidad de su cápsula polisacarídica, algunos

de ellos eran fácilmente eliminados por el propio organismo por lo que

relativamente pocos de estos serotipos iban a causar infecciones (70>.

Además no todas las cepas cuentan con los mecanismos de adherencia,

virulencia, etc. necesarios para colonizar el medio donde podrían causar la

infección. Aunque la cápsula polisacarídica existente en 5. nneumoniae fue

reconocida como un elemento esencial necesario para que esta bacteria

causara virulencia (112) y que determinaba, en gran medida, el grado en que

91



Discusión

iba a ser fagocitada, algunas cepas no encapsuladas podían causar

infecciones en animales desprovistos de granulocitos <113>, lo que indicaba

que había otros factores neumocócicos implicados en las infecciones

causadas por esta bacteria tales como la Psp A, las neumolisinas y las

autolisinas.

2.3 EFECTODEL TRATAMIENTO

2.3.1 Estudio del serotipo 3

2.4.1.1 Tratamiento con amoxicilina

El tratamiento de esta cepa con 0.5 ¡sg/ml de amoxicilina representaba

un aumento de aproximadamente 16 veces la CMI sobre la propia CMI de la

bacteria, es decir, se partía de concentraciones bajas de antibiótico para un

régimen normal de dosificación, pero que eran ya difícilmente toleradas por

esta cepa bacteriana.

Con concentraciones bajas de antibiótico la cinética de crecimiento

bacteriana disminuyó y continuó haciéndolo según aumentábamos la

concentración de amoxicilina, por lo que en principio se observaba un efecto

de concentración dependencia en la eliminación de la bacteria por parte del

antimicrobiano. Este efecto tuvo lugar sólo a partir de la segunda hora, en

horas anteriores las diferencias no fueron significativas. A partir de 8 ¡sg/ml

la reducción del número de bacterias parecía detenerse. Efectos similares en

la reducción del número de 5. Dneumoniae al aumentar la concentración de

amoxicilina y por tanto un efecto dosis-dependendiente, se podían encontrar

en los trabajos de J. Liñares y cols (76>, y Pankuch (114), aunque en estos

casos las concentraciones de antibiótico utilizadas estaban más cercanas a la

CMI de la bacteria. Con dosis superiores de amoxicilina y después de 6 horas

de tratamiento no se obtenían diferencias en las cinéticas de crecimiento de
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las bacterias (114>.

Algunos autores propusieron diferentes mecanismos de acción en

cuanto a la actividad bactericida de los distintos antibióticos (A- lactámicos

<115>. Las penicilinas se caracterizarían por un aumento inicial en la muerte

de los microorganismos. Este aumento sólo se producía hasta una

determinada concentración de antibiótico, alcanzada esta, no se consiguian

reducciones significativas en la eliminación de bacterias, aunque aumentase

la concentración de antibiótico. Las cefalosporinas incrementaban la actividad

bactericida en un intervalo mayor de concentraciones. Al contrario de esta

hipótesis, otros autores <116- 120> propusieron que las cefalosporinas tenían

una actuación similar a las penicilinas y la actividad bactericida que

provocaban no era dependiente de la concentración de antibiótico. Algunos

antimicrobianos provocan el denominado efecto Eagle (121), observado sobre

todo con (A-lactámicos cuando actúan sobre determinadas especies y cepas

de estafilococos y estreptococos (122). Este efecto paradójico consiste en

que altas concentraciones de antibiótico producen una disminución en la

eliminación bacteriana. También se observa de forma frecuente al comprobar

la CMI de una bacteria, cuando con determinadas concentraciones de

antibiótico se produce una turvidez en el medio que a concentraciones

menores no existe.

Nuestros resultados se ajustaban más a los de los autores que

encuentran, hasta ciertos límites, un efecto de concentración dependencia

entre la concentración antibiótica y la eliminación bacteriana <76, 114>, pero

considerando que en nuestro caso, a diferencia de los trabajos citados, la

concentración señalada como máxima para alcanzar la estabilización del

efecto bactericida del antibiótico era mayor.

2.3.1.2 Tratamiento con amoxicilina 1 clavulánico

El comportamiento era similar al que se conseguía solamente con la
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amoxicilina. Igual que anteriormente también encontramos una concentración-

dependencia en la eliminación de las bacterias, que era mayor con dosis bajas

de antibiótico y que se fue reduciendo al aumentar la concentración.

La mayor diferencia que se encontró frente a los resultados obtenidos

con la amoxicilina sola, tenía lugar en las primeras horas del ensayo y a dosis

elevadas, donde la combinación de ambos fármacos eliminó un mayor número

de bacterias. Ambos juntos tenían un efecto más rápido, aunque

posteriormente, al final del ensayo, los valores se asemejaron a los obtenidos

sólo con amoxicilina. La diferente sensibilidad encontrada entre amoxicilina y

amoxicilina/clavulánico cuando actuaban frente a esta bacteria sensible a (A-

lactámicos, y no productora de lA-lactamasas era escasa, y podía ser debida

a la distinta afinidad de estos antimicrobianos por cada una de las PBPs de la

bacteria, lo que provocaba una acción más completa, actuando sobre más

PBPs, cuando además de amoxicilina añadíamos ácido clavulánico.

Las diferencias halladas entre amoxicilina y el tratamiento conjunto de

amoxicilina y clavulánico no fueron elevadas. De acuerdo con esto otros

autores <114) tampoco encontraron diferencias significativas en los niveles

bactericidas de amoxicilina después de añadir a esta ácido clavulánico.

2.3.1.3 Tratamiento con cefotaxima

La cefotaxima redujo el número de bacterias de forma progresiva al

aumentar la concentración de antibiótico. Este efecto se observó mejor en las

últimas horas del ensayo (fig. 5>. Nuestros resultados se ajustaron a las

propuestas de Shah et al (115>, en cuanto a la clasificación de la actividad

bactericida de las cefalosporinas. Estas moléculas incrementarían la

eliminación de las bacterias en un rango mayor de concentraciones que en el

caso de las penicilinas. En nuestro estudio a concentraciones de 12 ¡sg/ml

todavía no se había estabilizado el efecto del antibiótico sobre la bacteria, a

diferencia de lo que ocurría con la amoxícilina.
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La cefotaxima se mostré menos rápida y eficaz que la amoxicilina en

la eliminación de las bacterias. Aunque ambas moléculas tenían la misma CMI

frente a esta cepa de neumococo y el resultado final tras 24 horas de

incubación con cada antimicrobiano fue el mismo, con un seguimiento de la

cinética bacteriana punto a punto como ocurría en este estudio, y no sólo a

las 20 - 24 horas como en el caso de la determinación de la CMI, se podían

observar estas diferencias en la evolución del número de bacterias, que no se

ponían de manifiesto con el análisis de la CMI.

En la mayoría de los estudios “in vitro” <76, 114, 123, 124> amoxicilina

y penicilina se muestran como los antibióticos IA-lactámicos más activos en

la eliminación de 8. pneumoniae, aunque cefotaxima y otras cefalosporinas

sean también eficaces “in vivo” en el tratamiento de infecciones

neumocócicas graves (125 - 127>. Liñares et al (76> demostraron, igual que

ocurría en nuestro caso, una mayor disminución en la cinética de crecimiento

de S.pneumoniae tratado con amoxicilina y penicilina que los tratados con

cefotaxima y ceftriaxona. tanto frente a cepas de serotipo 3, sensibles a

penicilina y con CMIs similares para todos los antibióticos, como frente a

cepas de serotipo 6, de resistencia intermedia a penicilinas y con CMIs más

altas para las cefalosporinas.

Muñoz et al (128) estudiaron los mecanismos de resistencia en 5

.

oneumoniae (en una cepa de serotipo 6> y demostraron que las alteraciones

en las PBPs lA y 2X eran las responsables de la resistencia a las

cefalosporinas de tercera generación, de forma que la diferencia en la afinidad

de las cefalosporinas y penicilinas por estas proteínas iba a dar lugar a una

diferente actuación de ambos tipos de antimicrobianos, aun cuando sus

mecanismos de acción eran muy similares.
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2.3.2 Estudio del serotipo 6

2.3.2.1 Tratamiento con amoxicilina

El efecto que produjo la amoxicilina en esta cepa de resistencia

intermedia fue escaso a bajas dosis. Con una concentración de 0.5 ¡sg/ml de

antibiótico y sin la acción de los PMN el número de bacterias aumentó

ligeramente aunque esta dosis de partida fuese algo superior a la

concentración mínima inhibitoria. Esto se explicaba por que el cálculo de la

CMI y de las curvas de letalidad se llevaron a cabo en condiciones

experimentales diferentes, lo que podía provocar que el crecimiento de la

bacteria fuera distinto en ambos casos. Las curvas bacterianas, a diferencia

de la CMI, se realizaron en un medio con agitación y el propio medio de

cultivo utilizado era distinto en un caso que en otro.

Con dosis mayores de antibiótico se producía una rápida disminución

del número de bacterias, hasta la concentración de 8 ¡sg/ml donde se

estabilizaba. El número de bacterias disminuyó a niveles muy bajos en la

cuarta hora de ensayo, inferiores incluso a los observados en la cepa sensible.

Este efecto tan marcado en cepas menos sensibles al antibiótico que en otras

que lo eran más, también se podía observar en otros estudios realizados con

neumococos que eran sometidos a la acción de imipenem <78). Esto se debía

únicamente a la cepa bacteriana empleada en el ensayo, era una característica

de cada bacteria, puesto que en el trabajo realizado con imipenem no se

observó dicho efecto con todas las cepas. En nuestro caso el serotipo 6 era

más resistente a la acción del antibiótico que el de serotipo 3, su CMI era

mayor y se necesitaba una mayor concentración antimicrobiana para

comenzar a reducir su número, pero posteriormente, después de alcanzada

dicha concentración las bacterias morían muy rápidamente, más incluso que

las sensibles. Ambos tipos de bacterias eran eliminadas totalmente tras 24

horas de tratamiento antibiótico con dosis superiores a la CMI, pero la
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bacteria de serotipo 6 disminuía de una forma más rápida. Aunque el

antimicrobiano tuviera menos afinidad por las PBPs de esta cepa, el efecto

que causaba era más grave para la bacteria, o bien los mecanismos autolíticos

que se ponían en marcha en esta cepa, después del contacto con el

antibiótico, eran más eficientes que en el serotipo 3. Este hecho también

ocurre en presencia de PMN, el serotipo 6 fue eliminado más rápidamente que

los otros estudiados. Se tenía una bacteria intrínsecamente más débil, aunque

era más resistente a los antibióticos IA-lactámicos que el serotipo anterior. Esta

característica también se ponía de manifiesto en otros estudios con

antibióticos como el imipenem (78).

El aumento en la eliminación de bacterias en relación a la dosis de

antimicrobiano, fue similar al comprobado por otros autores, observándose

una concentración-dependencia (76, 114, 115), al igual que en la cepa

anterior, hasta alcanzarse unos niveles de 8 ¡sg/ml.

2.4.2.2 Tratamiento con amoxicilina/clavulánico

En este caso cuanto mayor era la dosis de la combinación

antimicrobiana suministrada al medio, mayor era la reducción del número de

bacterias, y a diferencia de los casos anteriores esta disminución no se

estabilizó con las concentraciones estudiadas.

El tratamiento con amoxicilina-ácido clavulánico, en principio, consiguió

una mayor eliminación de neumococos que la amoxicilina. Aunque “in vitro”

no se han comprobado efectos similares, Smith et al (129) trabajando en

modelos experimentales con ratas encontraron que el clavulánico aumento el

efecto bactericida de la amoxicilina sobre los neumococos. Las diferencias

encontradas entre ambos antimicrobianos se fueron igualando al aumentar la

concentración, hasta que finalmente con 8 y 12 ¡sg/ml de amoxicilina se

obtuvo la mayor eliminación de bacterias. La inversión del efecto bactericida

con elevadas dosis de ácido clavulánico, se debía probablemente a la
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disminución del pH provocado por las elevadas dosis del ácido, lo que

provocaba en S.pneumoniae y en otras especies bacterianas como 8. subtilis

y streptococcos del grupo 8 la detención de efecto bacteriofltico provocado

por los antibióticos B-lactámicos <90, 130>.

2.3.2.3 Tratamiento con cefotaxima

Con bajas concentraciones de antibiótico (0,5 ¡sg/mI> las bacterias

crecían durante poco tiempo, a partir de la tercera hora de ensayo las

bacterias entraban en una fase de crecimiento estacionaria y posteriormente

en la fase de muerte bacteriana.

Con concentraciones de 2 ¡sg/ml el número de bacterias disminuía

drásticamente, por debajo incluso de los niveles observados con amoxicilina

en la hora cuarta de ensayo (aunque esta cepa tenía una CMI más baja frente

a cefotaxima que frente a amoxicilina>. En este mismo tiempo y con

concentraciones superiores a 4 ¡sg/mí, amoxicilina fue de nuevo más eficaz

que cefotaxima.

En la última concentración de antibiótico ensayada comienzó a

observarse una saturación en la cinética de muerte bacteriana, <tig. 11). El

efecto de concentración-dependencia era similar en este caso al obtenido con

amoxicilina, a diferencia de lo propuesto por Shah (115), y en concordancia

con las tesis de otros autores <116, 120> que proponían una actividad

bactericida similar para penicilinas y cefalosporinas. Por tanto, para estudiar

este efecto bactericida en relación a la concentración de antibiótico que

empleamos, no sólo hay que tener en cuenta el tipo y la cantidad de

antibiótico empleado, sino que también existen variaciones dependiendo de

la naturaleza de las propias cepas bacterianas que utilicemos. De esta forma,

los resultados contradictorios que se observan en los estudios realizados hasta

ahora, pueden deberse a que estos estudios no se realizan con unos

microorganismos y unas técnicas estandar, lo que introduce una mayor
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variabilidad y los resultados no son por tanto concluyentes.

2.3.3 Estudio del serotipo 9

2.3.3.1 Tratamiento con amoxicilina

En este caso, hasta alcanzar la concentración de 4 ¡sg/ml de amoxicilina

no se iniciaba la reducción del número de bacterias. Igual que en anteriores

ocasiones, esta disminución comenzaba a concentraciones superiores a la CMI

obtenida para esta cepa.

La cinética bacteriana, igual que en casos anteriores, disminuía

progresivamente al aumentar la dosis de antimicrobiano, existía también una

dosis-dependencia. Si bien ahora no se observó una estabilización en la

reducción bacteriana a las concentraciones de antibiótico ensayadas, como

ocurría con las otras cepas de neumococos. Esto se debía, probablemente, a

que con esta bacteria más resistente a lA-lactámicos las concentraciones de

amoxicilina utilizadas estaban más cercanas a la CMI y todavía no se había

conseguido el efecto máximo. Este podríamos observarlo si aumentásemos la

concentración de amoxicilina.

2.3.3.2 Tratamiento con amoxicilina/clavulanico

El tratamiento con amoxicilina y ácido clavulánico mejoró el efecto

bacterida observado con amoxicilina. La CMI fue igual en ambos casos, pero

el crecimiento con la combinación antibiótica era menor. En otros trabajos con

neumococos (131) también se encontraban, algunas veces, efectos

ligeramente diferentes entre estos antimicrobianos usados solos o en

combinación. Se había comprobado “in vivo” que el ácido clavulánico podía

incrementar el efecto bactericida de amoxicilina sobre algunas cepas de 5

.

nneumoniae <129), aunque este efecto era muy pequeño. El papel del

clavulánico no se pudo explicar como inactivadorde B-lactamasas, puesto que
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los neumococos no tenían este tipo de enzimas bacterianas, sino por su

actuación sobre otras PBP diferentes de las que actuaba la amoxicilina. En

este sentido también podíamos encontrar en la bibliografía un incremento en

la eliminación de Staohvlococcus aureus no productores de penicilinasa al

añadir ácido clavulánico a la amoxicilina <132>.

2.3.3.3 Tratamiento con cefotaxima

Con menores concentraciones de antimicrobiano que las utilizadas en

el caso de la amoxicilina ya se obtuvo una reducción en el número de

colonias, pero sin embargo con dosis mayores de 2 ¡sg/ml los efectos eran

prácticamente iguales.

En ninguno de los dos casos se consiguió la respuesta máxima debido

a que la concentración de antibiótico necesaria para alcanzarla era mayor de

la máxima que se empleó en el estudio, ya que en este caso la cepa era más

resistente.

En general se consigula un efecto mayor con amoxicilina y en algunos

casos con la combinación de amoxicilina y ácido clavulánico, ambos

consiguieron resultados mejores que la cefotaxima. Otros autores también

obtienen datos similares (76). Asimismo, Pankuch <114> comparando el efecto

de amoxicilina con otras cefalosporinas y penicilinas llego a la conclusión de

que amoxicilina era el antibiótico más activo en la eliminación de 5

.

nneumon¡ae

.

2.4 EFECTO CONJUNTO DE PMN Y ANTIMICROBIANOS

2.4.1 Serotipo 3

El tratamiento de neumococos con amoxicilina y en presencia de PMN
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redujo el número de bacterias respecto a las cinéticas de crecimiento de

bacterias que no estaban en presencia de PMN. Sin embargo, los

microorganismos control sin antibiótico no fueron eliminados

significativamente por los neutrófilos. Por ello, la presencia continua de ambos

factores fue más eficaz que la suma del efecto provocado por los PMN y por

el antibiótico por separado, esto es, existía un sinergismo en la eliminación de

las bacterias.

Cuanta mayor era la dosis de antibiótico, la acción conjunta del fármaco

y los PMN eliminaban un número mayor de bacterias, hasta un determinado

punto en que se estabilizó, que se encontraba a una concentración de 8 ¡sg/ml

de amoxicilina. Sin embargo, la dosis de amoxicilina que favorecía más el

efecto de los PMN fue la de 0.5 ¡sg/mí, que era donde se producían los

mayores porcentajes de fagocitosis y donde existía un mayor sinergismo entre

ambos factores. No había por tanto, una relación directa entre mayores dosis

de antibiótico y mejor actuación de los PMN, incluso el porcentaje de

fagocitosis era mayor con bajas concentraciones de antibiótico, lo que

indicaba que con una lesión bacteriana suficientemente pequeña los PMN

actuaban en las mejores condiciones. En algunos estudios se observó que el

efecto estimulador que producían los antibióticos IS-lactámicos a los PMN se

encontraba a concentraciones subinhibitorias (133> y este efecto no se

incrementaba con dosis mayores de antibiótico (134). En otros casos <135),

la actividad bactericida óptima de los neutrófilos fue encontrada a

concentraciones suprainhibitorias de cefdinir. En nuestro caso se encontró el

mayor efecto estimulador de los PMN con la menor dosis de antimicrobiano

utilizada, aunque no se pudo comprobar el efecto de la amoxicilina a unas

dosis subinhibitorias, ya que la mínima concentración de antibiótico empleada

en nuestro estudio quedaba por encima de la CMI de esta cepa sensible.

El mecanismo exacto por el cual algunos IS-lactámicos producen un

incremento de la fagocitosis no es totalmente conocido y el daño que causan
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a cada tipo de bacteria no va a influir de la misma forma en su interacción con

los PMN. Así carbenicilina, ticarcilina, azlocilina y piperacilina aumentaban la

adhesividad a sustrato de los neutrófilos pero no tenían efecto en su

quimiotaxis ni en su fagocitosis (136 - 138). El cefamandol aumenta la

fagocitosis de E. coli <139) al igual que la ceftazidima, aunque en este último

caso la fagocitosis frente a E. coli, P. aeruoinosa, E. faecalis, y 5. aureus se

debe a un efecto directo causado sobre los PMN <44>.

La fagocitosis después de la segunda hora de ensayo no tuvo mucho

valor, puesto que a partir de esa hora los porcentajes no se elevaron más. En

otros casos, algunos autores, realizan ensayos con PMN que prolongan tan

sólo durante dos o tres horas a partir del tiempo inicial, ya que consideran que

el efecto de las células fagocíticas “in vitro” pierde eficacia después de ese

tiempo.

También se observó un sinergismo entre la combinación antimicrobiana

(amoxicilina ¡ clavulánico> y los PMN. De la misma forma existía una mayor

reducción de bacterias al aumentar la dosis del antibiótico. Esta disminución

se estabilizaba al llegar a los 8 ¡sg/ml. Es en esa misma concentración donde

se obtenían los mayores porcentajes de fagocitosis y el efecto sinérgico era

mayor. Los resultados fueron bastante similares a los obtenidos con

amoxicilina sola, debido probablemente a que la concentración antibiótica

empleada frente a esta cepa sensible, suponía unas dosis de antibiótico

suficientemente elevadas y cercanas a la saturación, de forma que no se

apreciaban diferencias significativas.

Con cefotaxima y ceftazidima, ambas cefalosporinas de tercera

generación, algunos autores observaban un efecto estimulador de la

fagocitosis cuando eran utilizadas en concentraciones subinhibitorias (139 -

142). Este efecto también se observó con dosis suprainhibitorias de cefdinir
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(143>. En nuestro caso no se comprobó el efecto provocado por dosis

inferiores a la CMI de cefotaxima para el neumococo de serotipo 3. A

concentraciones mayores se observó una cierta estimulación de la fagocitosis,

aunque no de forma muy acusada, y en todo caso muy inferior a la que

provocó amoxicilina. Los efectos potenciadores de la fagocitosis por los

antimicrobíanos IA-lactámícos se deben no solamente a la inhibición de las

PBPs bacterianas, sino también a que ésta inhibición conduce a una serie de

procesos como, la alteración de la estructura de la pared bacteriana, el

aumento en la opsonización de la bacteria, la producción de filamentación u

otras alteraciones morfológicas, la disminución de la velocidad de crecimiento,

etc, procesos que, en algunos casos, van a favorecer la acción de los PMN.

Pequeñas variaciones en estas variables al utilizar uno u otro antibiótico van

a producir estos cambios en la sensibilidad de la bacteria al efecto fagocítico

de los PMN.

Además el antimicrobiano puede actuar de forma directa sobre los PMN

provocando un aumento en la producción de radicales libres de oxígeno y

enzimas líticos de los neutrófilos. Aunque generalmente los antibióticos lA-

lactámicos no alteran estos mecanismos bactericidas de los PMN <39), se ha

comprobado que cefotaxima estimula el estallido respiratorio de los

neutrófilos. Labro y colaboradores también comprobaron, como ocurría en

nuestro caso, que se producía un sinergismo entre los PMN y cefotaxima o

cefodicima debido en su caso, a un efecto directo de estos antimicrobianos

sobre los PMN y llegaron a la conclusión de que la estimulación de los

neutrófilos por ambos tipos de antibióticos era provocada por mecanismos

diferentes. Mientras que el incremento de la muerte bacteriana por los

neutrófilos en el caso de cefotaxima se debía a un incremento de la respuesta

oxidativa de los PMN, en el caso de cefodicima el efecto sinérgico era

provocado por una interacción con los mecanismos independientes de

Oxígeno de los PMN <47, 144).
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En este ensayo el mayor efecto sinérgico con los PMN se produjo igual

que con amoxicilina a dosis bajas de antibiótico, lo que parecía indicar que los

mecanismos que facilitan la fagocitosis de la bacteria por el PMN se producían

a estas concentraciones más bajas de antibiótico.

En cualquier caso, teniendo en cuenta los resultados obtenidos y

comparándolos con las otras cepas estudiadas, podemos decir que esta cepa

de serotipo 3 era más resistente a la fagocitosis por los PMN debido,

principalmente, a la cápsula tan gruesa que presentaba, como se indicaba en

los trabajos que estudiaban las cápsulas de 5. oneumoniae, y que la protegía

contra el ataque del sistema inmune del huésped. Este efecto ya se había

observado al describir el comportamiento de la bacteria frente a los PMN en

ausencia de antibiótico.

2.5.2 Serotipo 6

La amoxicilina junto con los PMN provocaron una drástica reducción del

número de bacterias de este serotipo 6, incluso en la hora cuarta del ensayo

y con concentraciones de 8 y 12 ¡sg/ml su número desciendía por debajo de

los limites detectables con este tipo de ensayos. Esta fagocitosis tan elevada

de los PMN sobre esta cepa también se encontró cuando no se añadía

antimicrobiano, lo que nos indicaba que estamos ante una cepa muy sensible

a la fagocitosis, a diferencia de la bacteria anterior.

El sinergismo entre antibiótico y PMN en la eliminación del neumococo

fue muy elevado durante todo el ensayo.

A partir de una concentración de 4 ¡sg/ml no se produjo un aumento

significativo de los porcentajes de fagocitosis, por lo que se volvió a

comprobar, igual que otros autores, que el efecto estimulador de la

amoxicilina sobre el sistema inmune se producía en la mayoría de los casos
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a concentraciones de antibiótico no muy elevadas, ya fueran éstas sub-CMI

o supra-CMI ¿133, 134).

Con una concentración de 0.5 ¡sg/ml de amoxicilina, que era una dosis

ligeramente superior a la CMI de esta bacteria, la evolución del número de

bacterias creció o se mantuvo estable al menos durante un cierto periodo de

tiempo. Sin embargo, la gráfica que describía el crecimiento bacteriano en

presencia de PMN, factores séricos, y esa misma dosis de antibiótico, era

descendente, lo que evidenciaba el papel fundamental de los factores séricos

y los PMN, junto con la acción del antibiótico en la eliminación de las

bacterias. Además, una descripción del crecimiento bacteriano balo la acción

de todos estos factores, predecía de una forma más eficaz de lo que lo hacía

la CMI lo que realmente ocurría en el organismo. Por este motivo se podía

explicar que determinadas bacterias que “in vitro” no son sensibles a algunos

antibióticos como penicilinas, macrólidos (145) y otros (146), si lo sean “in

vivo” donde estan participando otros factores en colaboración con el

antimicrobiano.

Con amoxicilina/clavulánico había un claro sinergismo entre el

antimicrobiano y los neutrófilos en la eliminación de las bacterias. Los

porcentajes de fagocitosis eran muy altos en todos los casos, aunque con la

combinación antimicrobiana no lo fueron tanto como lo eran con amoxicilina

sola. Tampoco la reducción del número de bacterias era tan elevada. La

combinación antibiótica no resulté ser más eficaz que la amoxicilina sola.

La cefotaxima en combinación con los factores del sistema inmune

redujo mucho el número de bacterias, aunque no tanto como la amoxicilina.

Al igual que en el caso anterior, con el serotipo 3 de Streotococcus

oneumoniae, la amoxicilina obtenía un mejor rendimiento de los neutrofilos y

el complemento existente en el suero, aunque en este caso las diferencias que
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había entre amoxicilina y cefotaxima no eran tan elevadas como las de la cepa

sensible. Se comprobó un gran porcentaje de fagocitosis de los PMN y un

elevado efecto sinérgico entre el sistema inmune y el antibiótico durante todo

el ensayo.

Cuando se utilizó una concentración de cefotaxima pequeña de 0,5

¡sg/ml existía crecimiento bacteriano igual que ocurría con amoxicilina. Sin

embargo con esa misma dosis de antibiótico la presencia de PMN conducía

a una fase de muerte bacteriana, lo que sugería que era necesaria la presencia

de estos componentes para que el antibiótico fuera eficaz a bajas

concentraciones, en las que por si solo no era capaz de inducir la muerte

bacteriana. Mediante el estudio de estas curvas, obteníamos además unos

datos más fiables del comportamiento bacteriano en el organismo y unos

datos más ajustados a las experiencias obtenidas ‘Un vivo” <145, 146).

2.5.3 Serotipo 9

Las concentraciones bajas de amoxicilina, 0,5 y 2 ¡sg/mí, en

combinación con los PMN, aunque disminuían la cinética de crecimiento de

esta cepa de neumococo con respecto al control, no conseguían disminuir

tanto el número de bacterias como para pasar de una cinética de crecimiento

a una curva de letalidad. El porcentaje de fagocitosis con esas dosis de

amoxicilina era aun escaso y fue elevandose de forma progresiva hasta 12

¡sg/ml.

En nuestro caso no se comprobaron diferencias significativas entre la

cinéticas de crecimiento de bacterias tratadas con 0,5 ¡sg/ml de amoxicilina

y las tratadas con esa misma concentración de antimicrobiano y PMN, no

hubo efecto sinérgico entre PMN y antibiótico. Con concentraciones iguales

a la CMI <2ug/ml) apareció un sinergismo, como también describían algunos

autores con dosis sub-CMI <133, 134, 147, 148). Este sinergismo entre los
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componentes del sistema inmune y el antimicrobiano se iba acentuando a

medida que aumentaba la concentración antibiótica y en este caso era

máxima a concentraciones de 12 ¡sg/mI, que fue la máxima dosis empleada

en este estudio. En otros casos también se observaba el mayor sinergismo a

concentraciones superiores a la CMI <135>, pero no era siempre así, y podía

obtenerse con dosis inferiores <134). Estas diferencias dependen,

principalmente, del daño que producen ciertas dosis de antibiótico sobre la

bacteria, o bien, de la estimulación provocada por determinadas

concentraciones de antibiótico sobre las células fagocíticas del huésped.

En nuestro estudio se comprobó que el efecto que producía el

antimicrobiano sobre la bacteria haciendola más sensible al ataque de los PMN

y del sistema inmune y obteniendose el máximo sinergismo, se conseguía con

dosis superiores a la CMI. El antimicrobiano por si sólo a concentraciones

bajas, causaba poco efecto sobre la bacteria (fig. 13), de forma que su

cinética disminuyó ligeramente respecto al control, y tampoco provocó un

daño suficiente para que el ataque por los PMN fuera efectivo (fig. 14>. Esta

dosis de 0,5 ¡sg/ml era escasa para obtener una buena actividad

antimicrobiana frente a esta cepa resistente, sin embargo dosis más elevadas

actuaban de forma bactericida, tanto solas, como en mayor grado en

combinación con los factores del sistema inmune del organismo, de lo que se

concluye que se necesitaban mayores concentraciones de antibiótico para

eliminar a las bacterias, y para que se observase un efecto sinérgico con los

PMN.

La combinación amoxicilina/clavulánico, frente a esta cepa de serotipo

9, mejoré el rendimiento antibacteriano silo comparabamos con la amoxicilina

sola, de forma que los niveles de bacterias eran siempre más bajos con la

combinación antibiótica. Otros investigadores obtienen similares resultados

en estudios “in vivo” con neumococos (129), o “in vitro” con cepas de S

.
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aureus no productoras de IA-lactamasas (149). Este efecto sobre 5. aureus era

mayor cuando la bacteria no estaba opsonizada, debido a que se producían

cambios morfológicos o fisicoquímicos en la superficie bacteriana que la

hacían más sensible o reconocible por los PMN en ausencia de opsoninas

(150). Aunque estos investigadores sugerían que el ácido clavulánico era el

responsable de los mayores porcentajes de fagocitosis de los PMN, señalaban

que este efecto era dependiente de la cepa bacteriana utilizada en el estudio,

como también se deduce de nuestro trabajo, puesto que con las cepas

anteriores no se observaba dicho efecto. Esta diferencia causada por el

clavulánico podría explicarse, bien en un aumento de las lesiones que

provocaba el antibiótico a los microorganismos, o bien en un efecto directo

sobre los PMN. No hay referencias bibliográficas que revisen este último

hecho, aunque si se ha comprobado que el ácido clavulánico tiene una

afinidad diferente por las PBPs de las que tiene la amoxicilina, lo que podría

explicar que provocase unas lesiones más generalizadas en la bacteria al

actuar en combinación con la amoxicilina, de forma que se facilitase el

proceso de fagocitosis por los PMN.

Los porcentajes de fagocitosis eran más altos que con amoxicilina sola,

sobre todo, en las primeras horas del ensayo. Con concentraciones elevadas

de antibiótico y en horas posteriores, donde la amoxicilina provocaba lesiones

suficientemente grandes a la bacteria, los porcentajes de fagocitosis se

igualaban en ambos casos, incluso eran mayores en ausencia de clavulánico.

El sinergismo con los PMN se observó en todas las dosis

antimicrobianas utilizadas.

Los mejores porcentajes de fagocitosis con cefotaxima se conseguían

con unas concentraciones de entre 0.5 y 4pg/ml, es decir, a concentraciones

subinhibitorias o ligeramente superiores a la CMI como se había comprobado

en otros ensayos (139, 142>. El sinergismo con los PMN tampoco era más
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elevado con dosis mayores de cefotaxima.

La reducción del número de bacterias con cefotaxima y neutrófilos

comienzó antes que con amoxicilina. Los porcentajes de fagocitosis también

fueron mayores que con amoxicilina a bajas concentraciones de

antimicrobiano. Con 2 ¡sg/ml la cefotaxima seguía actuando de forma más

eficaz. A partir de 4 ¡sg/ml la amoxicilina disminuía más la cinética de letalidad

bacteriana, y los porcentajes de fagocitosis eran más elevados. Se distinguían,

por tanto, dos situaciones, una a concentraciones similares a la CMI donde

la cefotaxima actuaba mejor que la amoxicilina, y otra a concentraciones

superiores a la concentración mínima inhibitoria, donde ocurría el fenómeno

contrario. Mientras en casos anteriores los PMN y la amoxicilina se mostraban

más eficaces que la cefotaxima, ahora con esta cepa de 5. oneumoniae este

efecto no era tan patente. El grado de eliminación bacteriana por los PMN y

distintos antimicrobianos era claramente dependiente de la cepa bacteriana

empleada en el estudio. También se ha sugerido la importancia de las

diferentes especies de PMN utilizadas en el ensayo lo que podría representar

alguna variación en la velocidad de eliminación de los microorganismos

tratados con un mismo antibiótico, pero aunque esto pudiera causar algún tipo

de variación, la causa principal de tales diferencias era la variabilidad existente

entre las distintas cepas microbianas empleadas en el ensayo (151), sobre

todo, como es nuestro caso al utilizar organismos grampositivos, donde las

discrepancias existentes son siempre mayores <152).

2.5 ESTUDIO DEL SINERGISMO

Los mecanismos por los que los antibióticos modifican la sensibilidad

del sistema de defensas del huésped frente a las bacterias son variados. No

se ha comprobado que antibióticos como amoxicilina y otras penicilinas

influyan de forma directa sobre los PMN, sin embargo, algunos B-lactámicos
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como cefotaxima y otras cefalosporinas pueden estimular el estallido

respiratorio de los PMN. En este último caso el aumento de la fagocitosis se

produciría mediante dos tipos de efectos, uno directo causado sobre los PMN

y otro indirecto causado sobre las bacterias, como ocurre en el caso de la

amoxicilina.

En este estudio se comprobó que en la mayoría de los casos estudiados

(tablas 11-13) se producía un efecto sinérgico entre PMN y antimicrobianos

en la eliminación de neumococos. Este resultado era diferente dependiendo

de cada molécula antibiótica y para cada cepa de neumococo. También había

que tener en cuenta que dicho sinergismo no era dependiente de la reducción

bacteriana que provocaba el antimicrobiano sobre las bacterias, ya que por

ejemplo con el serotipo 3 se observó una gran reducción bacteriana por causa

de la amoxicilina pero el sinergismo no era tan elevado como con otras cepas.

El sinergismo es un efecto característico de la unión antimicrobiano-neutrófilo

en la eliminación de la bacteria.

Podemos decir que en todos los casos estudiados existía un fenómeno

de inmunoestimulación <excepto con alguna concentración baja de

antimicrobiano), esto es, una estimulación del sistema inmune por parte de los

antibióticos.

Hay que resaltar, como ha quedado demostrado en este estudio, que

el efecto sinérgico, que hace aumentar la eficacia del agente antimicrobiano

mejorando así su potencial terapéutico, es un objetivo que se intenta

conseguir actualmente para todos los nuevos agentes antiinfecciosos. En esta

búsqueda incluso, se intenta asociar sustancias que tienen poder microbicida

con elementos que activen el sistema de defensas del organismo, como

pueden ser los factores estimuladores de colonias de granulocitos y

monocitos, ya que un pequeño aumento de la respuesta inmunológica,

además del efecto antimicrobiano de los antibióticos, puede hacer traspasar

el umbral para la recuperación en un proceso infeccioso, sobre todo en el caso
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de individuos inmunocomprometidos.
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concíus¡ones

1. El efecto causado por los PMN sobre cada cepa de neumococo, en

presencia o no de antibiótico, depende de su diferente interacción con la

fagocitosis y no de su sensibilidad a los antibióticos.

2. A través del análisis de las cinéticas de crecimiento bacterianas

obtenemos una mayor correlación entre los ensayos realizados “in vitro” y los

realizados “in vivo” y unos datos más predictivos de la situación real, que

unicamente con el estudio de las CMIs.

3. Amoxicilina se muestra más eficaz que cefotaxima en la eliminacion

de los serotipos 3, 6 y 9 de 5. oneumoniae a concentraciones terapeuticas de

antibiótico. Concentraciones inferiores son más propicias para la actuación de

cefotaxima.

4. La amoxicilina junto con los PMN es más efectiva en la eliminación

bacteriana que la cefotaxima, excepto con bajas concentraciones de

antimicrobiano (0,5 y 2pg/ml) frente al serotipo 9.

5. Las concentraciones de antibiótico más eficaces para favorecer el

efecto fagocítico de los PMN se corresponden con las menores dosis

ensayadas, ya que en la mayoría de los casos estudiados los porcentajes de

fagocitosis no se incrementan, en gran medida, al aumentar la dosis de

antimicrobiano.

6. Con todas las concentraciones superiores a la CMI de los

antimicrobianos utilizados se obtiene sinergismo entre los PMN y los

antibióticos en la eliminación de S. oneumoniae

.

7. El grado de eliminación bacteriana depende de las relaciones que se

establecen entre los factores implicados en el proceso, sistema inmune, tipo

de antibióticos y concentración de estos, y fundamentalmente del

microorganismo que provoque dicho proceso infeccioso.
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