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1. NEUMONIA

La neumonia se define como un proceso inflamatorio del parénquima puimonar,
generalmente de origen infeccioso, y manifestada habitualmente, por la aparicion de fiebre y de
unos sintomas respiratorios variables, asi como una expresién semioldgica y radiologica

caracteristicas.

Las neumonias presentan una alta incidencia y una considerabe mortalidad, en especial
en personas de avanzada edad o con alguna enfermedad de base. En los paises industrializados
son la quinta causa de mortalidad y la primera entre las infecciones comunitarias (1).

Las neumonias se pueden clasificar siguiendo criterios etiologicos, clinicos, radiologicos,
etc. Desde un punto de vista practico, las neumonias se diferencian, en neumonias adquiridas en
la comunidad o extrahospitalarias y en neumonias nosocomiales u hospitalarias. Las neumonias
de la comunidad son las que ocurren en sujetos que viven en su domicilio y que no han estado
ingresados en ningan hospital en los sicte dias previos, y también las que ocurren en pacientes
ingresados que presentan una neumonia antes de las 24 a 48 horas del ingreso en el hospital. Las
neumonias nosocomiales son las adquiridas en un hospital o en cualquier otra institucién cerrada

y que se presenta transcurridas al menos 48 horas del ingreso.

El agente etiologico implicado més frecuentemente en las neumonias comunitarias o
extrahospitalarias es Streptococcus pneumoniae (40-80%) (2-5). En mucha menor proporcion
aparecen Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis 'y Staphylococcus  aureus,
considerados agentes de neumonias tipicas o convencionales. Otros agentes implicados,
considerados agentes de neumonias atipicas, son Mycoplasma pneumoniae, Chiamydia
pneumoniae, Chlamydia psittacii, Coxiella burnetti, Legionella pneumophila y virus
respiratorios. La mayoria de las neumonias tipicas extrahospitalarias se producen por la
aspiracion de microorganismos presentes habitualmente en la flora orofaringea, o por la

inhalacion de microorganismos patogenos.

En el caso de las neumonias nosocomiales u hospitalarias, en pacientes previamente
sanos con escasos dias de ingreso es posible que la causa sea la misma que la de la neumonia
comunitaria: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae o Mycoplasma pneumoniae
entre otros. En pacientes con mas dias de hospitalizacion los microorganismos mas
frecuentemente implicados son los bacilos gramnegativos (60-70%) (6, 7), especialmente
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Entre los grampositivos, debe considerarse
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Staphylococcus aureus (15%), el cual ha cobrado una mayor importancia en los Ultimos afios
por la aparicion de brotes intrahospitalarios resistentes a meticilina y aminoglucdsidos (MARSA)
(7). La incidencia de Legionella pneumophila varia ampliamente como agente productor de
neumonia nosocomial, mientras que las neumonias nosocomiales viricas son poco importantes,
aunque se desconoce su verdadera incidencia. A pesar de los progresos realizados en la
prevencion y tratamiento de estas infecciones, las neumonias nosocomiales siguen siendo un
importante problema entre los pacientes criticos, con unos indices de mortalidad elevados (8).
Los mecanismos patogénicos de estas neumonias pueden ser distintos en cada caso, aunque la
causa mas frecuente son las microaspiraciones del contenido orofaringeo, fendémeno favorecido
por la introduccion de microorganismos derivada de la manipulacion instrumental de las vias
aéreas del paciente (intubacion, fibrobroncoscopia, ...). La existencia de una alteracion o
disminucion en los sistemas de defensa mecanicos e inmunoldgicos, también contribuye a la

proliferacion local de las bacterias aspiradas desencadenando el proceso neumonico.

En el caso de los pacientes inmunodeprimidos, existe un riesgo elevado de infeccion que
abarca un amplio abanico de posibilidades etiologicas. Los microorganismos mas frecuentemente
implicados son las bactenas tanto grampositivas como gramnegativas, seguidas por patdgenos
oportunistas como virus: Citomegalovirus y Herpes simplex, parasitos: Preumocystis carinii,
Strongiloides stercolaris y Toxoplasma gondii y hongos: Aspergillus spp., Candida spp., y
Cryptococcus spp. Otros microorganismos que pueden verse implicados en estos procesos son
Legionella spp., Nocardia spp., micobactenias y Rhodococcus equi. También se han podido
aislar en casos de neumonias nosocomiales en pacientes inmunodeprimidos diferentes especies

de bacterias corineformes, como Corynebacterium jeikeium, o C. pseudodiphthericum.

El diagnostico etiologico preciso no se consigue, en la practica, en muchas ocasiones. En
todo caso, cuando se obtiene, se ha iniciado ya tratamiento antibiotico. Asi pues, éste va a ser
siempre empirico al inicio y su eleccion se basara necesariamente en la supuesta etiologia y en la
sensibilidad antibiotica de los patogenos mvolucrados. Dos hechos fundamentales condicionan
esta eleccion: en primer lugar, la peculiar sensibilidad antibiotica de algunos de los principales
patogenos involucrados en la infeccion respiratoria, a saber, pérdida progresiva de sensibilidad a
penicilina G del neumococo, la frecuencia creciente de resistencia a los macrolidos, fa
persistencia de tasas altas de resistencia a otros antimicrobianos clasicos como cloranfenicol,
tetraciclina y cotrimoxazol, la todavia poco conocida actividad de las nuevas quinolonas
fluoradas frente a este patogeno junto a la resistencia a betalactamicos clasicos de Haemophilus
influenzae y Moraxella catarrhalis, debida principalmente a la produccion de betalactamasas por
parte de estos microorganismos.
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Al buscar directrices que puedan orientar al clinico a la hora de elegir entre los diferentes
antimicrobianos disponibles para esta indicacion, nos encontramos con que los estudios in vitro
no son suficientes, mientras que con los ensayos clinicos controlados no podemos obtener una
respuesta objetiva debido a la falta de documentacion etiologica y a la benignidad de algunos
cuadros clinicos con una elevada tasa de curacion espontanea. Necesitamos pues, estudios in

vivo que sirvan de nexo de union entre los estudios de sensibilidad /n vifro y los ensayos clinicos.

2. MODELOS EXPERIMENTALES DE NEUMONIA

El uso de modelos animales de infeccion pulmonar para el estudio del tratamiento de la
neumonia bacteriana es necesario aun cuando estos entrafian algunas dificultades. Es obvio que
la infeccion en el tejido pulmonar tiene caracteristicas peculiares y bien diferenciadas de las que
tienen lugar en otros érganos o tejidos (9). Asi, la patologia y dafios que se producen en el
pulmén, la penetracion y farmacocinética de los antimmicrobianos en el pulmon, o el sistema
inmune local del huésped, son especificos en el caso de la infeccion pulmonar. Por tanto, es
imprescindible el uso de modelos experimentales de neumonia para la obtencion de resultados
extrapolables a la clinica humana.

Hay que tener en cuenta que en ammales de laboratorio las infecciones en pulmon no son
tan faciles de producir como lo son en otros tejidos (piel, peritoneo, muslo,...). A pesar de ello,
se han disefiado una amplia variedad de modelos animales de neumonia en los Gltimos afios, y
aun existiendo importantes diferencias entre ellos, todos tienen como objetivos comunes tanto el
estudio comparativo de la eficacia de diferentes antimicrobianos como el estudio de las

propiedades farmacocinéticas en relacion con la terapia antimicrobiana de estos agentes.

2.1. PERSPECTIVA HISTORICA

Los modelos animales de neumonia se vienen utilizando desde hace muchos afios,
pudiendo diferenciarse historicamente dos fases. Hasta finales de los afios 50, el estudio de las
neumonias estaba casi exclusivamente centrado en las causadas por Streptococcus pneumoniae y
eran producidas por inoculacion directa a través de la traquea de los animales. Entre finales de
los 50 y principio de los 60, se desarrollaron técnicas mas avanzadas para la inoculacion

bacteriana de los animales (aerosoles), permitiendo estos métodos la infeccion simultanea de un
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elevado nimero de ratones. Paralelamente, en estos afios se produjo un aumento de la
importancia clinica de las neumonias producidas por gramnegativos, empezando asi su estudio

en modelos experimentales.

Los primeros estudios con modelos de neumonia estaban disefiados para el estudio de la
patogénesis de la neumonia, asi como para probar la eficacia de antisueros neumococicos. En esa
época el mayor problema consistia en la dificultad de obtener un modelo reproducible de
neumonia, empleandose para ello diversos agentes que aumentaban la virulencia del neumococo.
Asi lo demuestran las experiencias de Nungester y Jourdanais en 1936 (10), autores de uno de
los primeros trabajos sobre el tema, que describen como al inocular a los animales una
suspension de neumococo en un 5% de mucina gastrica, se aumentaba la virulencia bacteriana y
asi se podian obtener modelos reproducibles de neumonia en ratas. En 1941, Wood (11)
describia como el modelo de Nungester y Jourdanais podia ser mejorado simplemente con
utilizar cultivos de neumococos en fase exponencial de crecimiento. Asi, con este tipo de modelo
fue probada la eficacia de las sulfamidas en 1946 por Wood y Irons (12), o de la penicilina en
1956 por Smith y Wood (13).

Posteriormente, como ya se ha dicho, la atencion se centrd en las bacterias gram-
negativas, pasando a un segundo plano las neumonias neumococicas. Se han utilizado tanto
diferentes especies animales (ratones, ratas, conejos, perros,..) como diferentes especies
bacterianas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Haemophillus influenzae, ...) en
estos modelos, obteniéndose interesantes resultados en cuanto a la eficacia comparativa de

diversos antimicrobianos.

Actualmente, las neumonias producidas por Streptococcus preumoniae han vuelto a
cobrar una gran importancia, debido al grave problema de la aparicidon de cepas resistentes a la
penicilina. Por eflo, nuevamente se estan disefiando modelos de neumonia neumocécica que

tratan de encontrar un tratamiento alternativo eficaz frente a estas cepas resistentes.

2.2. TIPOS DE MODELO

En la actualidad nos encontramos con varios modelos de neumonia experimental. Las
diferencias existentes entre unos y otros residen fundamentalmente en la via de inoculacién y la
dosis de microorganismos inoculada, la especie y linea de animal utilizado y el método de
seguimiento y cuantificacion de la infeccion producida.
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2.2.1. Segnin via de inoculacion

En funcién de la via de inoculacion utilizada podemos diferenciar tres grupos:

2.2.1.1. Inoculacién intratragueal

Este método consiste en depositar el inoculo directamente en la traquea tras su
exposicion quirtirgica, una vez el animal es anestesiado. La exposicion quirirgica de la traquea se
lleva a cabo en condiciones de méxima esterilidad posible para evitar una infeccion como
consecuencia de la intervencién. Dentro de la traquea y a través de una aguja acoplada a una
jeringa se deposita un volumen determinado de la suspension bacteriana. Posteriormente se
sutura la incision y se coloca al ammal en posicion vertical para la completa penetracion del

liquido en el pulmon.

Esta es la técnica tradicionalmente utilizada, siendo su principal ventaja el que se puede
obtener un grado homogéneo de infeccion en todos los animales, ya que se puede precisar tanto
la cantidad de indculo como el tamafio del mismo en cada ammal y ademas se puede asegurar

que el indculo ha entrado en la traquea.

Existen varios autores que siguen esta técnica. Asi, hay estudios sobre la eficacia de
ceftazidima en el tratamiento de neumonias producidas por Kiebsiella pneumoniae en ratas (14,

15, 16) o de la patogénesis de Pseudomonas aeruginosa en cobayas inmunodeprimidos (17).

2.2.1.2. Inoculacion por inhalacion con aeroseles

Para este método hay que disponer de un aparato de aerosol. El animal se situa a la

salida del flujo de aire que lleva una suspension bacteriana a una determinada concentracion.

Este método es el mas comodo y sencillo de todos. Ademas, tiene las ventajas de que
esta forma de inoculacion es la que mejor simula la forma natural de transmision, y ademas el
tejido pulmonar no se ve dafiado por la introduccién de un volumen anormal de liquido como
ocurre con los otros métodos.
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Siguiendo este método de inoculacion se han hecho estudios de la neumonia producida
por Legionella en cobayas (18), o los de la eficacia de kanamicina en el tratamiento de neumonia
producida por Klebsiella pneumoniae en ratones (19).

2.2.1.3. Inoculacion por via orofaringea

Esta es la técnica descrita por Esposito y Pennington (20, 21), y que consiste en
suspender verticalmente al animal una vez anestesiado, y canular la traquea con un catéter
acoplado a una jeringuilla que contiene la suspension bacteriana a la concentracion deseada. Se
debe de tener seguridad de que la canula penetra en la traquea y no en el eséfago. Superado este
problema, esta técnica mejora a la primera ya que tiene sus mismas ventajas, y ademas es mas
sencilla de realizar en cuanto a esfuerzo y a tiempo. Una vez se inocula al animal, este se sitia

primero en posicién vertical unos minutos para facilitar que el indculo penetre en el pulmon.

Posteriormente, otros autores han seguido esta técnica obteniendo interesantes
resultados sobre la eficacia de las quinolonas en el tratamiento de las neumonias neumocécicas
en raton (22, 23), o de la eficacia de algunos macrolidos en neumonias producidas por
Haemophilus influenzae en raton (24).

2.2.2. Segun la especie de animal de experimentacion

En lo referente a la especie de arumal a utilizar, las diferencias son grandes, utilizandose
tanto ratones como ratas, cobayas,... El volumen y el tamafio del inoculo también varia segin
autores y segun el microorganismo empleado. La dosis de antimicrobiano, ruta de adminsitracidén
y frecuencia con que esta se efectua es otro factor que también varia de unos trabajos a otros.

Todo esto hace a veces dificil [a comparacion de los resultados obtenidos en cada modelo.

2.3. PARAME D

En cuanto al método de seguimiento y cuantificacion de la infeccion producida, los
parametros a estudiar pueden ser parte de o todos los siguientes:

- Porcentajes de supervivencia.



Introduccion

- Calculo de la dosis eficaz 50 y 90 (DEsp, DE).

- Recuento de las UFC/g o ml de pulmon a diferentes tiempos.
- Lesiones anatomopatologicas en pulmon,

- Hemocultivos.

- Farmacocinética: niveles de antibidtico en suero y pulmon.

La utilizacion de modelos experimentales como los anteriormente descritos ha
contribuido indudablemente al conocimiento de la patogénesis de los procesos respiratorios, asi
como al andlisis de los diferentes parametros que condicionan la resolucion de un proceso de
infeccion pulmonar por un determinado antimicrobiano. Asi, estos modelos han permitido
realizar investigaciones que por razones éticas son imposibles de realizar en humanos o han
abierto caminos hacia los ensayos clinicos en voluntarios humanos, siendo siempre el objetivo

final el evitar fallos terapéuticos.

3. STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

3.1. INTRODUCCION HISTORICA

Ninguna otra especie de microorganismo patodgeno ha sido estudiada tan extensamente
como S. preumoniae. El estudio sistematico de sus propiedades como agente de enfermedad
humana ha conducido a los mas importantes descubrimientos de la biologia medica. Aislado por
primera vez a partir de la saliva humana por Pasteur en 1881, en Francia, y por Sternberg en los
EEUU, su relacion con la neumonia lobar fue establecida pocos afios después por Fraenkel en
Alemania y Weichselbaum en Austria. El reconocimiento de los distintos tipos serolégicos de
neumococo en 1910 condujo a la obtencion de antisueros especificos y, con ello, al primer
tratamiento eficaz de la neumonia neumococica. Siguieron luego las observaciones
fundamentales de Avery, Heidelberger y Goebbel sobre la estructura quimica de los antigenos
capsulares y su papel en la virulencia bacteriana. El descubrimiento de que los antigenos
capsulares eran carbohidratos tuvo importantes efectos sobre la inmunologia como ciencia,
puesto que se pensaba que todas las sustancias inmunogénicas eran proteinas. Posteriormente
surgieron las observaciones de Griffith, en 1928, relativas a que las células de neumococo de un
tipo serologico podian transformarse en células neumococicas de otro tipo in vivo. Avery,
MacLeod y McCarty descubrieron que el constituyente quimico de las células neumocdcicas
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responsable de la reaccion de transformacion es su DNA. Este hallazgo fue la llave que abrio6 la
puerta a la genética molecular y marc6 el principio de la actual revolucion de los conceptos

bioldgicos.

Durante los Gltimos afios, este microorganismo ha recobrado una especial importancia
debido a importantes cambios en el comportamiento de los neumococos frente a los sucesivos
antibidticos que han sido utilizados en la clinica. Asi, desde el punto de vista de la salud publica
la importancia epidemiologica del neumococo, junto a la necesidad de vigilar los serotipos
productores de enfermedad en cada pais y la resistencia a los antibioticos en uso, hacen del

NEuUMOCOCO Uun microorganismo de gran interés.

3.2. MICROBIOLOGIA DEL NEUMOCOCO

3.2.1. Morfologia

Debido a su apariencia microscopica en forma de cocos ovales o lanceolados asociados
tipicamente en parejas, los neumococos fueron denominados Diplococcus preumoniae por
Weichselbaum, quien llevo a cabo un extenso estudio de la bacteriologia de este microorganismo
en 1886 (25).

Sin embargo, Sternberg en 1897, expreso6 su disconformidad con ese nombre, debido a
que "este micrococo en algunos medios de cultivo es capaz de formar cadenas de mayor o
menor longitud, y es, de hecho, un estreptococo" (26). Experimentos posteriores basados en
reacciones de transformacion, demostraron la relacion de los estreptococos y los neumococos
(27, 28), por lo que los neumococos fueron incluidos en el género Streptococcus (Rosembach
1884) perdurando el nombre especifico de Streprococcus pneumoniae hasta nuestros dias
(Bergey's Manual, 8° edicion) (29).

La morfologia microscopica, cocos ovales de 1,2 a 1,8 pun de diametro mayor y 0,5-1,0
pm de diametro menor unidos en parejas por su extremo distal, que presentan tincién de Gram
positiva en cultivos jovenes, recubiertos por una cépsula polisacanda que puede tefiirse
diferencialmente por diversas técnicas (30) fue utilizada como método basico para la

identificacion de los neumococos en las primeras investigaciones.

Asimismo, la presencia de capsula, y sobre todo su patogenicidad para conejos y ratones

pero no para cobayos, fue también utilizada como método de caracterizacion.
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Actualmente, para diferenciar los neumococos de los estreptococos se realizan varias
pruebas de laboratorio, entre las cuales destaca la lisis por bilis o sales biliares (31), la sensibilidad

a la optoquina (32), la reaccion de quellung (33) y la incorporacion de colina (34).

3.2.2. Condiciones de crecimiento

Los neumococos presentan un crectmiento muy pobre en los medios de cultivo
ordinarios necesitando medios enriguecidos con sangre, suero, glucosa, etc. Sus condiciones de
crecimiento en cuanto a temperatura, pH y presencia de oxigeno son mas restringidas que las de
otros microorganismos, pudiéndosele considerar como uno de los organismos mas labiles y

exigentes en la practica diana.

En relacion con la temperatura, este microorganismo crece entre 25 y 42°C, siendo su
temperatura Optima de 37°C, no observandose crecimiento ni a 10°C ni a 45°C. Asimismo crece
en un pH comprendido entre 6.5-8.3, siendo el pH optimo de crecimiento entre 7.4 y 7.8. No se

observa crecimiento a pH de 9.6.

Es un microorganismo anaerobio facultativo que presenta una marcada tendencia a
acumular perdxido de hidrogeno cuando crece en condiciones aerobias; por ello, crece mejor en

una atmosfera que contenga un 10% de CO,.

Tras incubacidn en agar sangre o agar chocolate durante 18 horas a 37°C en presencia de
5% de CO,, aparecen colonias circulares, pequefias y elevadas, de 0.5-1 mm de diametro, con
una superficie lisa y brillante y con borde entero. Si se realiza una incubacion prolongada, la zona
central de la colonia se puede deprimir por autolisis. En agar sangre, las colonias se rodean de
una zona de lisis eritrocitaria incompleta, denominada hemolisis alfa. L.a morfologia de muchas
colonias de neumococo en agar sangre es muy parecida a las colonias hemoliticas alfa de
S.viridans.

Cuando se produce una excesiva sintesis de polisacarido capsular, frecuentemente en
cepas del serotipo 3, se observan colonias mucosas de apariencia caracteristica que pueden

alcanzar un diametro de 3 mm.

Aunque son grampositivos durante la fase exponencial de crecimiento en medios
artificiales, se vuelven gramnegativos de modo progresivo al envejecer los cultivos. Si la

incubacion contindla, disminuye el nimero de células viables y el cultivo tiende a clarificarse.

10
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Estos cambios se deben a la accion de enzimas autoliticas, que primero transforman las células en

gramnegativas y posteniormente causan su lisis.

3.2.3. Pruebas bioguimicas y de identificacion

Las pruebas bioquimicas para la identificacion de S. pneumoniae se recogen en la tabla 1.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE S. PNEUMONIAE

CRECIMIENTO EN: FERMENTACION DE:

- Bilis esculina — Negativo - Esculina — Negativo
- 6.5% CINa — Negativo - Glicerol - Negativo
- 5% Sacarosa — Negativo - Inulina —» Positivo

-45°C — Negativo - Lactosa — Positivo

- 40% bilis — Negativo - Manitol — Negativo
HIDROLISIS DE: - Celobiosa — Positivo

- Arginina — Variable - Rafinosa — Variable

FERMENTACION DE: - Sacarosa — Positivo

- Piruvato — Negativo - Sorbitol — Negativo
- Arabinosa ->» Negativo - Trealosa — Variable

Tablal. Pruebas bioquimicas para la identificacién de S. preumoniae.

De entre las pruebas bioquimicas enumeradas, la de sensibilidad a la bilis y sales biliares

ha sido y es todavia una de las mas importantes en la identificacion de los neumococos, pero

11
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probablemente, la caracteristica mas utilizada para la identificacion del neumococo, sea su

sensibilidad a la optoquina.

Sin embargo, la prueba que ha ganado una mayor aceptacion en la identificacion de los
neumococos ha sido la prueba de "quellung” descrita por Neufeld en 1902 (33). Esta técnica se
utiliza, tanto para la serotipia de cepas, usando sueros monovalentes frente a los 83 tipos
descritos, como en la identificacion de aislados, para lo cual se utiliza un suero polivalente,

denominado OMNI SERUM, que contiene una mezcla de antisueros frente a todos esos tipos.

Otra prueba que debemos mencionar, se basa en la caracteristica de los neumococos de
incorporar colina en contraste con los estreptococos (34). Esta técnica ha sido descrita para
separar estas especies, cuando las cepas de neumococos son dificiles de identificar al no dar

reacciones claras con las pruebas descritas anteriormente.

3.3. ANALISIS ESTRUCTURAL

Los neumococos presentan la estructura clasica de una bacteria gram positiva, siendo su
caracteristica mas destacada la de estar rodeada por una capsula de naturaleza pohsacéarida. Por
su localizacion externa, la cépsula representa el primer componente bacteriano frente al que

reccionan los organismos invadidos, desarrollando anticuerpos especificos.

La céapsula es por ello, Ja envuelta mas estudiada en sus aspectos morfologicos,
bioquimicos y fisiologicos. Sin embargo, existen evidencias que indican que otras zonas mas
profundas de la envuelta celular, podrian estar implicadas en procesos relacionados con la
patogénesis del neumococo. Estas envueltas comprenden la pared celular y la membrana

citoplasmatica, ambas conteniendo estructuras de interés para la fisiologia del microorganismo.

3.3.1. Capsula

Las capsulas de los neumococos se observan mas facilmente al suspender los organismos
capsulados en tinta china. También se vuelven visibles cuando las células son tratadas con el
anticuerpo tipoespecifico, el cual, al combinarse con el polisacarido capsular, lo vuelve refractil
(reaccion de "quellung"). La palabra "quellung", en aleman, significa hinchazén,

12
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Las capsulas tienden a ser mayores durante la fase exponencial de crecimiento, cuando la
sintesis del polisacarido es maxima. En las Gltimas fases de crecimiento, cuando la sintesis ha
disminuido, las capsulas disminuyen debido a la difusion del polisacarido en el medio que los

rodea.

Las grandes capsulas del neumococo tipo 3, de modo parecido a las de ciertos
estreptococos hemoliticos del grupo A, se tifien metacromaticamente (rojo) con azul de

metileno.

Las capsulas neumococicas estan compuestas por grandes polimeros polisacanidos que
forman geles hidréfilos en las superficies de los organismos. Estos polisacaridos son antigénicos
y forman la base para la separacion de los neumococos en 83 serotipos diferentes. La
composicion quimica de la capsula es variable, incluso dentro del mismo serotipo, y asi aunque
se conocen los componentes glucidos de muchos de los carbohidratos capsulares tipoespecificos
solo han podido precisarse con exactitud las estructuras de unos pocos (tipos 3, 6 y 8). Por
ejemplo, la capsula de neumococo tipo 3 consiste en unidades repetidas de 4cido celobiurdnico,
disacarido formado por acido D-glucurdnico y D-glucosa conectados por enlaces glucosidicos
beta-1,4. El polimero presenta grupos carboxilos libres, 1o cual contribuye a la electronegatividad

del organismo encapsulado.

Los neumococos, generalmente capsulados, pueden perder la propiedad de formar
capsula por mutacion espontanea. Esta alteracion se denomina cominmente "mutacion S-R",
pues hace cambiar la superficie de las colonias de una textura lisa ("smooth”) y brillante S, a otra
relativamente rugosa ("rought") R. Cuando ocurre esta mutacion, se produce una pérdida de
virulencia frente al animal huésped , normalmente susceptible. Se ha demostrado que los
mutantes desprovistos de capsula (avirulentos) son captados y destruidos por los fagocitos con
mas facilidad que las células capsuladas de tipo salvaje (virulentas) (35), y esto determina su

incapacidad para producir una infeccion eficaz.

Se ha establecido una relacién cuantitativa entre el tamafio de la capsula y la virulencia
de los neumococos {36). Asi, los neumococos tipo 3 que producen capsulas muy grandes son
generalmente los mas virulentos para los animales de laboratorio y el hombre. Las denominadas
"variantes intermedias" de neumococo que producen capsulas de tamafio subnormal son menos
virulentas que las variantes lisas, pero mas que las variantes rugosas de la misma cepa.

13
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3.3.2. Pared celular

El neumococo posee una pared celular tipica de las bacterias grampositivass, compuesta

fundamentalmente por peptidoglicano (también denominado mureina) y acidos teicoicos.

3.3.3. Membrana citoplasmatica

En la membrana citoplasmatica se encuentran localizadas proteinas a las que se atribuyen
actividades enzimaticas importantes, tales como autolisinas, endonucleasas, proteinas activadoras

e inhibidoras y proteinas fijadoras de penicilina (PBPs o penicilin binding proteins) (37, 38, 39).

Otro componente superficial importante que se fracciona con la membrana
citoplasmatica es el antigeno de Forssman (40, 41, 42), cuyo papel y composicién se detallara

mas adelante.

3.4. ANALISIS ANTIGENICO

3.4.1. Antigenos capsulares

Desde antiguo se ha admitido que el comportamiento antigénico de los neumococos
intactos, en su estado normal, estaba determinado por la naturaleza de las capsulas que rodeaban

las células bacterianas.

Se realiz6 un gran avance en el estudio de la estructura antigénica del neumococo, y de
las bacterias en general, cuando Avery y Morgan (43) y Avery y Heidelberger (44), estudiaron el
tema desde el punto de vista quimico. Mediante métodos de extraccion, seguidos de
precipitacion fraccionada, fue posible separar los componentes capsulares que determinan la
tipo-especificidad, en un estado de pureza quimica. Estos componentes se identificaron como
polisacaridos complejos y se determinaron algunas de las caracteristicas quimicas v fisicas de los

polisacaridos capsulares de los tres tipos clasicos.

La constituciébn quimica de algunos antigenos capsulares de los nuevos tipos de
neumococos, todavia no se ha determinado. Sin embargo, se puede asumir con seguridad que
cada tipo de neumococo esta caracterizado por un polisacarido capsular especifico que

determina su comportamiento antigénico. Estos tipos se pueden identificar por aglutinacion
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reaccion de quellung o por pruebas de precipitacion realizadas con un extracto de las capsulas

neumococales.

Algunos de estos polisacaridos de neumococos pueden existir en formas
inmunoldgicamente diferentes, o pueden ser alterados durante el proceso de extraccion quimica

y purificacion.

3.4.2. Antigenos no capsulares

Polisacaride C: El polisacarido capsular no es, de hecho, el unico constituyente

antigénico del neumococo. En 1930, se aislo otro componente que presentaba todas las
reacciones usuales de un polisacarido, no se inactivaba por digestién péptida o triptica, y
producia en hidrdlisis, alrededor de un 30% de azucares reductores, y contenia un 6.1% de
nitrogeno. Sin embargo, diferia del polisacarido capsular en que contenia 4cido fosforico. No era
tipo-especifico, pero parecia caracterizar al neumococo como especie. Se le designa como
"polisacarido C" o somatico, y se parece en algunos aspectos a los antigenos grupo especificos

de los estreptococos hemoliticos.

Este carbohidrato especie-especifico es el mayor componente estructural de la pared
celular de todos los neumococos. El polisacarido C es un polimero de &cido teicoico
conteniendo fosfocolina como determinante antigénico mayoritario. La fosfocolina es la
responsable de la aglutinacion de los neumococos por ciertas proteinas del mieloma (45) y de la
interaccion del polisacarido C con una beta-globulina del suero en presencia de calcio; esta beta-
globulina llamada "proteina C reactiva" (46) no es un anticuerpo sino una proteina que en la
sangre normal se encuentra presente en baja concentracion, pero su concentracion es elevada en
la sangre de pacientes con enfermedades inflamatorias agudas. La unién de la proteina C reactiva

al polisacarido C, puede activar el complemento y mediar la fagocitosis.

El polisacarido C, ademas de fosfocolina, contiene N-acetil-galactosamina, glucosa,

fosfato, nbitol y diaminotrideoxihexosa.

Antigeno_de Forssman: Este antigeno es un acido lipoteicoico que se parece al
antigeno polisacarido C ya que contiene colina como constituyente del acido teicoico, pero se
diferencia en que el antigeno F se encuentra localizado en el exterior de la superficie de la

membrana celular, donde esta fuertemente unido a acidos grasos.
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El antigeno F se parece, en gran nimero de propiedades fisico-quimicas y fisiologicas, a
los acidos teicoicos de membrana de bacterias Gram (+) (41), y esto sugiere que el antigeno F,
con una estructura quimica compleja, pueda considerarse un equivalente funcional de los mas

convencionales acidos teicoicos de membrana,

El antigeno F es un potente y altamente especifico inhibidor de la autolisina homéloga, la
cual es una enzima acido-N-acetil-muramico-L-lisina amidasa (47). El hecho de que el antigeno
F sea un potente inhibidor de la autolisina, sugiere un papel fisiologico especifico de los acidos
lipoproteicos en la regulacion "in vivo" de la actividad hidrolasa de mureina en el organismo.
Ademas, el antigeno F realiza también una importante funcion en los procesos de adherencia

bacteriana.

Proteina M: Constituidas por una serie de proteinas tipo-espoecificas, solubles en
acido-alcohol, las proteinas M son importantes en la determinacién de la heterogeneidad

antigénica de las cepas no capsuladas.

3.5. VIRULENCIA Y DEFENSAS DEL HUESPED

Es bien conocida la colonizacion por S. pneumoniae. de las membranas mucosas del
tracto respiratorio superior (48), y ello tiene relacion indudablemente con la existencia de una
gran proporcion de portadores entre los individos sanos. Es indudable que se produce una
penetracién en los tejidos desde los lugares de colonizacion en las membranas mucosas, pero su
mecanismo de accion ain es oscuro. A pesar de esto, esta comenzando a conocerse la influencia
de los factores de virulencia de estos microorganismos y de las defensas del huésped. Pueden
contribuir a la virulencia algunos agentes toxicos producidos por S. preumoniae, ast por
ejemplo, los neumococos producen una toxina hemolitica, denominada neumolisina, la cual esta
inmunologicamente relacionada con las hemolisinas O oxigenolabiles de los estreptococos
hemoliticos, Clostridium tetani y Clostridium welchii. También liberan, durante la autolisis, una
sustancia productora de lesiones purpiricas que causa hemorragias cutaneas e internas cuando

se inyecta a los conejos (36).

No obstante, la virulencia de los neumococos no depende directamente de los factores
téxicos, sino de la capsula de polisacaridos que interfiere con la fagocitosis. La pérdida de la

capsula da lugar a neumococos susceptibles a la fagocitosis y, por tanto, avirulentos.
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La resistencia del huésped a la infeccion depende de la rapidez con que las células
fagociticas eliminan al microorganismo invasor ya que los S. pneumoniae son destruidos
rapidamente después de la ingestion. Por tanto, la resistencia del huésped depende de la

activacion del sistema de complemento (49), ya que este promueve a su vez la fagocitosis.

En el huésped susceptible, los acidos teicoicos de la pared celular del neumococo activan
la via alternativa del complemento; es probable que los polisacaridos neumocécicos no sean
capaces de activar esta via. En los huéspedes inmunes, los neumococos activan la via clasica al
ser sensibilizados por anticuerpos dirigidos contra su sustancia capsular. Dado que la activacion
de la via clasica requiere anticuerpos especificos capsulares, esta se produce relativamente tarde
durante la enfermedad, después de haber comenzado la sintesis del anticuerpo o tras una

infeccion postenior con el mismo tipo capsular.

Independientemente de la via activada, el componente C3b del complemento es el factor
activo que promueve la fagocitosis, pero su eficacia a este respecto depende de ciertas vanables,
siendo la mas importante la localizacion del C3b sobre la superficie bacteriana. Cuando ¢l C3b se
activa por la via alternativa, se fija al parecer a la superficie subcapsular de la bacteria. En este
lugar, la capsula actia como una barrera fisica para el reconocimiento del C3b por los fagocitos,
y €l efecto de la opsonizacion por dicho factor disminuye o se pierde. Por otra parte, la
activacion de la via clasica da como resultado la produccion de C3b, que se asocia junto con el
anticuerpo a la superficie capsular, donde es reconocido por los fagocitos al tiempo que se
provoca la ingestion (50). Por tanto, la activacion de la via clasica por anticuerpos capsulares
especificos es mucho mas efectiva que la induccion de la opsonizacion y, sirve como base tedrica
para la inmunizacidn. La activacién de la via alternativa es menos eficaz en este sentido, pero
puede promover la fagocitosis st se forman grandes cantidades de C3b. Existen diferencias con
respecto a las distintas cepas de neumococos, de modo que las que inducen la produccién de
cantidades mayores de C3b son opsonizadas con una eficacia mayor y, por tanto, son menos

virulentas.

Hay que destacar los posibles efectos de las respuestas del huésped sobre la patogénesis
de las infecciones neumocdcicas. Como ya se ha mencionado, estas infecciones se caracterizan
por una reaccion toxémica aparente. Se cree, aunque no se ha demostrado, que la activacion del
complemento y la accién de las células fagociticas podria dar lugar a una lesion inflamatoria del
tejido; la activacion de los componentes C3a y CSa, por ejemplo, estimula la liberacién de
histamina y serotonina. El C5a es también quimiotictico y estimula en los neutréfilos la

liberacion de enzimas y de metabolitos oxigenados toxicos; estas sustancias se liberan también
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durante la ingestion de las células bacterianas. Por tanto, existe la posibilidad de que se
produzcan lesiones tisulares durante los procesos que acompafian a las respuestas defensivas del

huésped frente a las infecciones neumococicas (51).

3.6. CLASTFICACION SEROLOGICA

El principal método de clasificacion de los neumococos se basa en la deteccion de
antigenos polisacaridos de la capsula mediante pruebas seroldgicas, de las cuales la mas utilizada
es la denominada "quellung” o prueba de hinchazon de la capsula, aunque también se pueden
utilizar  otras  técnicas  serologicas  tales como  aglutinacidon,  co-aglutinacion,

contrainmunoelectroforesis, etc.

Existen diferentes clasificaciones serologicas para el neumococo, como la américana o
como la clasificacion danesa o europea que esta basada en las interrelaciones antigénicas (52).
En la clasificacion danesa existen 46 tipos y grupos (del 1 al 48, ya que €l 26 y 30 no existen por

razones historicas).

3.7. INFECCION NEUMOCOCICA

Los neumococos se encuentran formando parte de la flora normal del tracto respiratorio
humano en €l 5 al 60% de la poblacién segin las diferentes estaciones del afio. La susceptibilidad
a la infeccion suele estar provocada por una serie de factores de predisposicion entre los que se
incluyen la edad avanzada, existencia de inmunodeficiencias, nutricion inadecuada, exposiciones
graves o repentinas al frio, fatiga, consumo de alcohol, diabetes, procesos infecciosos viricos
como gripe, adenovirosis y fiebre Q, procesos broncopulmonares cronicos tributarios de
respiracion asistida, y ciertas enfermedades como sindrome nefrotico, Hodking y mieloma
multiple.

Los neumococos son el principal agente productor de neumonia en el hombre y son un
patogeno meningeo importante, diseminandose en ambos casos por via sanguinea, produciendo
infeccion sistémica. También causan infecciones locales como la otitis media, mastoiditis,

sinusitis paranasal o conjuntivitis.
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3.7.1. Neumonia

El neumococo es la causa def 40-80% de las neumonias bacterianas de la comunidad,
teniendo un papel muy inferior en las neumonias hospitalanias. Por lo general, se producen por
aspiracion, precedidas de infecciones de las vias respiratorias altas y pocas veces por via linfatica
o hematica, pudiendo provocar complicaciones importantes como consecuencia de su
diseminacion local o por via hematogena, ocasionando incluso la muerte, la cual suele ocurrir en

las fases precoces de la infeccion.

La lesion mas frecuente en los adultos, suele ser de distribucidn lobar, aunque en nifios y
ancianos es habitual que se produzca bronconeumonia, caracterizada por afectaciones
diseminadas. La imagen radiologica del pulmon, revela una densidad homogénea en el area
afectada, pudiendo ocupar uno o varios lébules enteros.

El cuadro clinico se inicia bruscamente con escalofrios, fiebre, tos, punta de costado,
disnea y emision de un esputo herrumbroso, en el que se observan hematies, leucocitos
polinucleares y diplococos grampositivos capsulados. En el 20-25% de los casos de pacientes no
tratados, se produce bacteriemia, permaneciendo los cultivos positivos para neumococo durante
los 3 6 4 primeros dias de la enfermedad.

Con frecuencia, el curso clinico de la enfermedad puede verse modificado por
complicaciones en el mismo pulmon (atelectesia, retraso en la resolucion, abcesos), en
estructuras adyacentes (efusion pleural, empiema, pericarditis), o en estructuras mas lejanas

(artritis, endocarditis, paralisis del ileo y alteraciones de la funcion hepéatica).

3.8. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

El tratamiento de la neumonia neumocdcica se ha basado durante casi 40 afios, en la
utilizacion de la penicilina, debido a la sensibilidad inicial de los neumococos a este antibidtico.
Sin embargo, la aparicién de cepas resistentes a penicilina, ha alterado notablemente la situacion
en los ultimos afios, por lo que hoy dia resulta necesario la realizacion de antibiogramas cuando

se aislan neumococos en ralacion con infecciones graves.

Ya a principios de los afios 40, se habian aislado en el laboratorio cepas de neumococos
resistentes a penicilina (53, 54), pero hasta 1967 en Australia no se describié ¢l primer aislado

clinico resistente, el cual resultd ser de resistencia intermedia a penicilina (0.6 pg/ml) y
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tetraciclina (5 pg/ml) (55). En 1971 en Nueva Guinea, fueron descritos mas casos de resistencia
(56), en 1974, un 12% de 518 aislados de Nueva Guinea eran resistentes a penicilina (57), y en

1980 un tercera parte de los aislados eran resistentes (58).

El primer caso de infeccién producida por un neumococo resistente en EEUU, se
produjo en 1974 (59). En 1977 ocurri6 en Suréfrica (60) un importante brote con varias muertes
en nifios hospitalizados; los neumococos aislados eran altamente resistentes a penicilina (CMI =
4-8 pg/ml), presentando ademas resistencias multiples. Estas cepas se extendieron
posteriormente a otros hospitales surafricanos. A partir de este brote se intensifico la
investigacidon sobre resistencias, que se han ido describiendo en numerosos paises tanto

desarrollados como en vias de desarrollo (61).

En Europa, Espaila es el pais en el que el indice de resistencias del neumococo es mas

elevado, seguido de cerca por Hungria y Polonia (62, 63).

Ademas de a la penicilina, los neumococos han desarrollado resistencias a otros
antimicrobianos como la tetraciclina, sulfamidas, eritromicina, cloranfenicol, ... siendo frecuente

la presencia de resistencias multiples (64, 65).

3.9. INMUNIDAD. VACUNAS

La inmunidad frente a las infecciones por neumococos reside en anticuerpos tipo-
especificos frente al antigeno polisacaridico. La inmunizacion activa del hombre frente a
infecciones neumococicas ha sido una materia de gran interés desde los estudios de
inoculaciones en masa realizados en 1918-1919. La gran cantidad de tipos capsulares y la

quimioterapta impidieron, sin embargo, el desarrollo de vacunas con fines profilacticos.

La continua incidencia de las enfermedades neumocécicas tanto en nifios como adultos,
Jjunto a la aparicion de cepas resistentes, condujo al desarrollo, a finales de la década de 1970, de
una nueva vacuna polivalente contra los neumococos. En 1977 fue patentada en los EEUU una
nueva vacuna neumococica, basada en los serotipos mas frecuentes encontrados en las
infecciones de los adultos, que contiene polisacaridos capsulares purificados a partir de los 14
tipos de neumococos predominantes. Con objeto de aumentar la cobertura de esta vacuna, a
mediados de los afios 80 se increment6 ¢l n(imero de antigenos que la constituian de 14 a 23. Se

piensa que en las poblaciones inmunizadas la vacuna protege frente a un 70 a un 80% de las
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enfermedades provocadas por estos tipos. Aunque con algunas reservas, la creencia general es
que la vacuna ofrece una proteccion contra los graves efectos de las enfermedades neumococicas

en ciertos grupos de riesgo (guarderias, enfermedades crénicas, alcoholismo, leucemua, ...).

4. ANTIMICROBIANOS

El ideal terapeitico perseguido desde la aparicion de los pnmeros antibioticos, ya fue
planteado por el fundador de la quimioterapia, Ehrlich (1913), quien postuld (66) que la eficacia

de un agente quimioterapico debe basarse en los siguientes puntos:

1°.- Ser fuertemente activo contra los microorganismos.

2°.- Ser facilmente absorbible por el cuerpo.

3° - Ser activo en presencia de tejidos o fluidos corporales.

4° - Poseer un bajo grado de toxicidad y, por tanto, un alto indice terapéutico,
5°.- No permitir el desarrollo de resistencias en los microorganismos.

Desde entonces, los logros y éxitos han sido muchos, consiguiendo la medicina uno de
los mayores avances en su historia, pero pese a ello, todavia no se ha podido encontrar el
antibidtico ideal que cumpla todos los postulados arriba mencionados, con lo que la

investigacion en este campo sigue presentando muchos retos y metas que alcanzar y superar.

El punto de partida de la historia de la investigacién antimicrobiana se situa en la
aparicion de la sulfanilamida hacia 1909. El posterior descubrimiento de la penicilina en 1929 por
Alexander Fleming, y su posterior aislamiento y purificacion en 1940 por Chain y su equipo, se
consideré como el avance necesario para que los investigadores tomaran en serio la busqueda de

nuevas sustancias que pudieran tener actividad contra otros microorganismos.

Inicialmente, la principal fuente de sustancias antibidticas fueron las bacterias
pertenecientes al grupo de Streptomyces, del cual se han obtenido antibidticos como la
estreptomicina, el primero activo frente a bacilos gramnegativos aerobios. A partir de muchas de
estas sustancias obtenidas naturalmente se han logrado otras nuevas por transformacion gimica,
los antimicrobianos semisintéticos, que aventajan a las primeras en algunos puntos como el
espectro de accion o su mejor farmacocinética. Posteriormente, aparecié otro grupo de
antimicrobianos producidos por sintesis quimica, tales como el Acido nalidixico y oxolonico,

etambutol, etc., que revolucionaron y dieron un nuevo empuje a la investigacién en este campo.
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La clasificacion de los antimicrobianos se puede realizar principalmente teniendo en
cuenta criterios de estructura quimica o criterios de modo de accién (67). Respecto a los
mecanismos de accidén, todavia existen muchos puntos oscuros que resolver, pese a la
inestimable ayuda que el avance de algunas ciencias, como la genética o la bioquimica molecular,

ha supuesto.

Con la aparicion de los fenémenos de resistencia a los antimicrobianos en uso, también
se empezaron a estudiar los mecanismos de resistencia de los microorganismos a estos

compuestos, tema de la maxima actualidad hoy en dia (68, 69, 70, 71).

4.1. BETALACTAMICOS

El término B-lactamico incluye a todas las moléculas que contienen en su estructura un
anillo f-lactamico, pudiendo ser naturales o semisintéticos, con actividad principalmente

bactericida, y de corto, medio o amplio espectro.

Este fue el primer grupo de sustancias animicrobianas que se desarrolld, comenzando
este desarrollo con el descubrimiento realizado por Fleming en 1929 de la penicilina (72), y su
aislamiento posterior por Chain y cols. en 1940 de la penicilina pura y su preparacion a escala
industrial (73). En 1949, Florey y cols. (74) publicaban una revision de la quimica y produccion

de la penicilina G, y hacian unas primeras especulaciones sobre su forma de accion.

Desde entonces, han aparecido muchas nuevas moléculas B-lactimicas en el mercado y
actualmente podemos clasificar los f-lactamicos en varios grupos: Penamas o penicilinas,
Penemas, Carbapenemas, Clavamas, Cefemas y cefamicinas, Oxacefemas u oxalactamas y
Acetidinonas. De todos estos grupos nos centraremos en el de las penicilinas y en el de las

clavamas por pertenecer a ellos amoxicilina y acido clavulanico respectivamente.

4.1.1. PENICILINAS

4.1.1.1. Estructura quimica

Estructuralmente las penicilinas resultan de la condensacion de un anillo betalactama

(anilo principal) y otro de tiazolidina (anillo secundario), compuesto fundamental denominado
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4cido 6-amino-penicilanico (6-APA) reflejado en la figura 1, que los hongos productores

fabrican posiblemente por la union de dos aminoacidos, la valina y la cistina.

S

/ \ CH
NH,— CH—— CH C < ’
™
Co N CH — COOH
Figura 1

Es necesaria para la actuacion de las penicilinas la presencia de dicho acido con su
estructura integra, sin la ruptura del puente C=0 betalactamico clave y limite necesario para
mantener su accion antibidtica. Unido a este nucleo betalactAmico y en posicion 6, portan un
grupo amido ligado a un radical acido, conocido como cadena lateral de las penicilinas; la
estructura quimica de esta cadena es la que distingue su espectro antibacteriano, acido-
resistencia, sensibilidad o resistencia a las penicilinasas y capacidad de absorcion oral. Por otra
parte, el radical carboxilo unido al anillo tiazolidinico da lugar, segiin se neutralice con sodio o
potasio o se esterifique por substancias organicas, a la mayor o menor solubilidad total del

preparado y, en ciertos casos, condiciona también su absorcion.

4.1.1.2, Clasificacion

Los numerosos denvados del 6-APA se pueden clasificar en funcién de su estructura
quimica o en base a su actividad antibacteriana. En base a lo primero, y atendiendo a la funcion
del radical en posicion 6, se distinguen tres grupos de penicilinas que quedan reflejados a
continuacion (75):

1. ACIL-AMIDO PENICILINAS
1.- Penicilinas naturales

1.a.- Penicilina G

1.b.- Penicilina V
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2.- Penicilinas semisintéticas
2.a.- Analogos de la penicilinaV: feneticilina, propicilina, etc.
2.b.- Analogos de la penicilina G: clometocilina.
2.c.- Estables frente a la penicilinasa estafilococica; meticilina, oxaciling,
cloxacilina, etc.
2.d.- Aminopenicilinas; ampicilina, amoxicilina, etc.
2.e.- Amplio espectro y activas frente a P. aeruginosa; carboxipenicilinas,

sulfopenicilinas y sulfoaminopenicilinas.

If. ACIL-UREIDO PENICILINAS
Semisintéticas, de amplio espectro y activas frente a P. aeruginosa: azlocilina,

mezlocilina, piperacilina.

TH. AMIDINO PENICILINAS
Semisintéticas, de amplio espectro y no activas frente a P. aeruginosa: mecilinam.

4.1.1.3. Mecanismo de accion

Las penicilinas, y en general todos los B-lactamicos, interfieren fa formacién de la pared
celular bacteriana. La pared celular que envuelve las células bacterianas esta formada por
peptidoglicano que consta de péptidos de cadena corta que se enlazan y unen a un largo
polimero polisacarido constituido por unidades alternas de acido N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico con uniones de tipo glicosidico B-(1, 4), estando el grupo carboxilo del acido
muramico generalmente sustituido por una cadena peptidica de aminoacidos D- y L-. Las
uniones cruzadas tienen lugar bien directamente (organismos gramnegativos) o mediante un
puente interpeptidico {organismos grampositivos) entre el residuo diamino en posicion 3 de la
cadena peptidica y D-ala en posicion 4 de la subunidad peptidica adyacente. En las bacterias
grampositivas, el peptidoglicano esta directamente unido por enlaces covalentes al acido teicoico
o al acido teicurénico. En las bacterias gramnegativas, el peptidoglicano esta unido de forma

covalente a una membrana externa lipoproteica (76, 77).

La union cruzada con elimincién del D-ala terminal se denomina reaccion de
transpeptidacion, las enzimas que catalizan esta reaccidon son las principales dianas de los
antibioticos B-lactamicos. La eliminacion del D-ala terminal es funcion de las carboxipeptidasas,
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enzimas también sujetas a la inhibicion por B-lactamicos. La transglicosilacion que es responsable
de la polimerizacion de la cadena de glicano en peptidoglicano no es sensible a los -lactamicos
(78).

Las dianas celulares para los antibidticos B-lactamicos son los enzimas que catalizan la
sintesis de las uniones cruzadas de peptidoglicano de la pared celular. Estos enzimas son
proteinas fijadoras de penicilina (“penicillin binding proteins” o PBPs). Se han descrito ocho
PBPs localizadas en la membrana interna de la pared celular o en fa membrana citoplasmatica
(79).

Los compuestos P-lactamicos tienen diferentes afinidades para varias PBPs y
dependiendo de su unién especifica a una PBP tienen diferentes efectos sobre las bacterias. Asi
por ejemplo, la inactivacion de algunas PBPs (PBP 1A, 1B, 2 y 3) provoca la muerte de la célula
bacteriana. Por el contrario, otras PBPs (PBP 4, 5 y 6) no son esenciales para la viabilidad de la

bacteria y su inactivacion por moléculas de fB-lactamicos no es letal para la bacteria (80, 81).

Como consecuencia de la interferencia de los B-lactamicos en la formacion de la pared
celular, esta queda laxa, incompleta y muy susceptible al estallido y ruptura debido a las altas
presiones osmoticas ejercidas por el citoplasma (75). Ademas, se ha visto (82) que en S.
pneumoriae los B-lactamicos inducen la liberacion del acido lipoteicoico, €l cual actia como un
innhibidor del sistema autolitico, lo cual permite una actividad incontrolada de las autolisinas
(mureina hidrolasas) que conlleva una destruccidn de pared celular seguida de una lisis celular.

Este mecanismo puede actuar en otros microorganismos (83).

4.1.1.4. Penetracion

Los B-lactamicos penetran a través de la membrana externa y del peptidoglicano por
poros OmpF y OmpC en el caso de las bacterias gramnegativas, ya que en estas la membrana
externa acttia como una barrera hidrofoba, impidiendo el paso de sustancias hidrofilicas (84).
Una vez recorrido el espacio periplasmico, se fijan sobre el lugar de accion (las PBPs). En el
caso de los grampositivos, al no poseer membrana externa, los fB-lactamicos atraviesan el
peptidoglicano hasta fijarse a las PBPs (83).
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4.1.1.5. Mecanismos de resistencia

La resistencia a las penicilinas puede ser debida a varios mecanismos:

1.- Alteraciones en la permeabilidad celular. Este mecanismo no se ha observado en
grampositivos, mientras que ha sido ampliamente descrito en gramnegativos (85, 86, 87). Las
alteraciones se producen en porinas o en lipopolisacaridos asociados a la membrana externa,
impidiendo el paso de las moléculas, Esta disminucidon de la permeabilidad solo produce

resistencias moderadas.

2.- Modificaciones de la diana. Se han observado alteraciones en las PBPs producidas
por mutaciones, disminuyendose la afinidad de los P-lactamicos por estas proteinas.
Normalmente se modifican las PBPs esenciales, como la 1, 2 y 3. Este mecanismo se ha descrito
tanto en grampositivos como en gramnegativos, y la mayoria de los microorganismos que la
presentan no son productores de B-lactamasas (88, 89, 90), siendo este el caso de S

preumoniae.

3.- Produccién de P-lactamasas. Son enzimas producidas por las bacterias que
hidrolizan el enlace amida ciclico del nicleo de la penicilina, lo que conduce a la produccion de
peniciloatos sin actividad bacteriana. Las [-lactamasas pueden estar codificadas
cromosomicamente o por plasmidos de resistencia. Las primeras pueden ser agrupadas en las
clases 1 y T de Richmond que corresponden a las cefalosporinasas y penicilinasas
respectivamente, mientras que las segundas pueden agruparse en [3-lactamasas de amplio
espectro, llamadas tipo TEM y aquellas que hidrolizan mas rapidamente oxacilina (OXA 1, 2y
3), carbenicilina (PSE 1, 2, 3, 4) que corresponden a las clases 111 y V respectivamente. Estos
tipos producen mayor resistencia a penicilinas que a cefalosponinas. Por iltimo, la clase IV de -
lactamasas de amplio espectro, son enzimas codificadas cromosémicamente, por ejemplo, SHV-
1 y HMS-1 (91).

En los organismos grampositivos, las B-lactamasas se segregan extracelularmente, su
sintesis estd mediada por plasmidos y la mayoria de los enzimas son inducibles (92), mientras que
en los gramnegativos se localizan en el espacio periplasmico de la bacteria, y tienen origen
cromosomico ¢ bien plasmidico {93).

4 - Tolerancia. Se ha observado para algunos (-lactimicos y se refleja por un aumento
de la CMB aunque la CMI permanece constante. Las bacterias se inhiben en su crecimiento pero

el antibidtico no produce accion bactericida. Puede ser debido a un déficit de mureina hidrolasa
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por mutacidn o por persistencia del represor, faltando entonces el mecanismo bacteriolitico. Este

fendmeno aparece en S. preumoniae entre otros microorganismos (94, 95, 96).

4.1.1.6. Farmacocinética

La absorcion oral varia mucho para las diferentes penicilinas, pero las concentraciones
séricas maximas se alcanzan 1-2 horas después de la ingestion. Difunden facilmente , alcanzando
valores terapeiticos en los liquidos extracelulaes y en la mayor parte de los tejidos corporales a
excepcion del humor acuoso, la prostata y las meninges no inflamadas. No penetran
intracelularmente ni en el interior de los polimorfonucleares. La union a proteinas {especialmente
a la albumina) oscila del 17% al 97% dependiendo de que penicilina se trate, y tienen una vida

media corta que oscila entre los 30-70 minutos.

Se eliminan principalmente por via renal mediante filtracion glomerular y secrecion
tubular (75, 97).

4.1.1.7. Efectos secundarios y toxicidad

Los efectos méas comunes que pueden aparecer son trastornos digestivos como diarreas,
nauseas, vOmitos, etc, alteraciones hematologicas como anemia hemolitica, alteraciones
neuroldgicas como hiperreflexia, mioclonias e irritabilidad muscular, y alteraciones de la funcion
renal o hepatica. Ademés, pueden ocasionar reacciones alérgicas que van desde el prurito y la
urticaria hasta el shock anafilactico (75, 97).

4,1.1.8. Indicaciones

Su administracién esta indicada, siempre y cuando no existan resistencias, para el
tratamiento de infecciones cutaneas y de tejidos blandos (heridas, abcesos, etc.), infecciones
respiratorias (bronquitis, neumonias, etc.), infecciones otorrinofaringoldgicas (faringitis, otitis,
sinusitis, etc.), infecciones genitourinarias (gonococia, sifilis, cistitis, etc), infecciones
osteoarticulares, endocarditis, septicemias, meningitis, salmonelosis, fiebre reumatica, y deméas
infecciones causadas por microorganismos sensibles a ellas (75, 97).
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4.1.2. CLAVAMAS

Son derivados del acido 6-aminopenicilanico que carecen del atomo de azufre en la
posicion 1 del anillo secundario de tiazolidina, y en su lugar poseen uno de oxigeno (0O), por lo
que dicho anillo es en realidad una oxazolidina; ademas esta ausente la cadena Jateral acil-amino

en posicion 6.

Su nombre deriva del primer compuesto descrito, denominado écido clavulanico,
obtenido a partir de un cultivo de Streptomyces clavuligerus. El acido clavulanico tiene poca
acividad antibacteriana, pero es un potente inhibidor de las betalactamasas producidas por
muchos microorganismos; su accion bloqueante de estas enzimas es irreversible y progresiva, de
forma que, pequefias concentraciones del farmaco impiden la accion inactivante de las mismas
sobre las penicilinas no resisentes a ellas, con lo que su asociacion resulta intensamente sinérgica

(75).

4.1.3. AMOXICILINA/ACIDO CLAVULANICO

La amoxicilina es una penicilina semisintética de amplo espectro que muestra un elevado
nivel de actividad bactericida frente a una amplia gama de bacterias grampositivas y
gramnegativas, pero que es inestable ante betalactamasas bacterianas (98, 99, 100). El acido
clavulanico es un inhibidor progresivo de las betalactamasas bacterianas (101, 102) y es capaz de
proteger a la amoxicilina de su destruccion, “in vitro” e “in vivo” (103, 104). En la actualidad,
existen formulas comerciales en uso que reunen la amoxicilina y la sal potasica del acido
cavulanico, en proporciones de 2:1, 4:1 y 10:1.

4.1.3.1. Estructura quimica

Amoxicilina es el nombre con el que se conoce al trihidrato del acido 6 ( (amino (4-
hidroxifenil) acetil) amino)- 3,3 - dimetil - 7 - oxo - 4 - tia - 1 - azabiciclo (3.2.0.) heptano 2
carboxilico (Figura 2).
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Figura 2

La sal potasica del acido Z - (2R,5R) - 3 (2-ludroxietiliden) - 7 - oxo -4 -oxa - 1 -
azabiciclo (3.2.0.) - heptano - 2 - carboxilico es conocida como la sal potasica del acido

clavulénico (Figura 3).
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4.1.3.2. Actividad antibacteriana

El acido clavulanico por si solo muestra un nivel relativamente bajo de actividad
antibacteriana, tanto frente a las bactenias grampositivas como a las gramnegativas. La actividad
de amoxicilina en presencia de acido clavulanico, frente a las cepas susceptibles, no varia
respecto a la que se obtiene sdlo con amoxicilina. En cambio, en cepas productoras de
betalactamasas (tanto grampositivos como gramnegativos) la presencia de acido clavulanico
aumenta significativamente la sensibilidad de esas cepas a la amoxicilina (105, 106). Sélo ciertos
bacilos gramnegativos productores de betalactamasas cromosomicas de la Clase 1 de Richmond,
como Enterobacter spp. y Pseudomonas aeruginosa, son poco sensibles a la adiccion de acido
clavulanico a la amoxicilina, ya que estas betalactamasas no se inhiben facilmente por el acido

clavulanico (107).
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Los microorganismos que presentan otros mecanismos de resistencia a la amoxicilina, no

son sensibles a la combinacion de amoxicilina y acido clavulanico.

4.1.3.3. Factores que influyven en Ia actividad de amoxicilina/acido clavulinico

La actividad de amoxicilina/acido clavulanico puede verse afectada tanto “in vitro” como

“in vivo” por alguno de estos factores:

- Medio de cultivo: En general, la actividad de amoxicilina/acido clavulanico no se ve
afectada por la composicion de los medios de cultivo baceriologicos mas comunmente
empleados, y solo se ve reducida cuando se utilizan medios selectivos o suplementados que

contengan azufre (105).

- pH: Los cambios ¢n el pH del medio de cultivo no afectan a la actividad del compuesto
(105). Amoxicilina es relativamente acido-estable (97).

- Suero: Ni la amoxicilina (18%) ni el 4cido clavulanico (25%) se unen en proporcion
elevada a las proteinas humanas séricas, por lo que su actividad no se ve afectada

significativamente por la presencia de suero (105).

- Inéeulo: La actividad de amoxicilina en presencia de-acido clavulanico no se modifica

de manera notable por inoculos grandes (105).

4.1.3.4. Indicaciones

Amoxicilina/acido clavulanico esta indicado en el tratamiento de los procesos infecciosos
producidos por microorganismos productores de betalactamasas y de los procesos infecciosos
mixtos producidos por microorganismos sensibles a la amoxicilina y por microorganismos
productores de betalactamasas tales como infecciones del aparato respiratorio, otitis media,
infecciones genitourinarias, infecciones de la piel, tejidos blandos y éseos e infecciones

intraabdominales.
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4.1.3.5. Farmacocinética

La farmacocinética de amoxicilina y acido clavulanico es parecida, alcanzandose niveles
séricos maximos de ambos, alrededor de una hora después de la administracion. Tiene una
absorcion oral practicamente completa. La union a proteinas es baja, 18% y 25%
respectivamente, y la principal via de eliminacion es por excreccion renal.

4.2. QUINOLONAS

El desarrollo de este grupo de sustancias fue lento, y se inicid en 1962 con el
descubrimiento al azar del &cido nalidixico durante el proceso de purificacion de la cloroquina
(108, 109). Su espectro de actividad “in vitro” era reducido, limitado a bacterias aerobias
gramnegativas, con un perfil farmacocinético desfavorable, limitindose su uso terapeGtico en
infecciones del tracto urinario. Una decada mas tarde aparecieron otros dos compuestos, €l acido
oxolinico y la cinoxacina, los cuales también se vieron limitados al tratamiento de las infecciones
da las vias urinarias. Mas tarde, aparecieron otras moléculas, como el acido pipemidico y la
rosoxacina, con un radical piperazinil en posicion 7 que confiere a la molécula actividad sobre
Pseudomonas. Poco tiempo después se produjo un rapido avance en el desarrollo de otras
quinolonas, las nuevas fluoroquinolonas que cuentan con un atomo de fluor en la posicion 6, que
aumenta su actividad antibacteriana y amplia su espectro de accidn, llegando a comprender los
grampositivos. Estas moléculas, en comparacion con las mas antiguas, son mas activos y mas
bactericidas, por lo que son suficientes dosis mas bajas para el tratamiento. Se absorben por via
oral en grado variable, segin el compuesto, alcanzindose concentraciones séricas moderadas.

Los efectos toxicos son menores que los producidos por el resto.

4.2.1. Estructura guimica

Las quinolonas son sustancias biciclicas que, como se puede ver en la figura 1, tienen en
comun una estructura central constituida por un anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina, utilizando el
término abreviado de 4-quinolona para designar a la quinolona sustituida (110).
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Figura 4

A esta molécula puede incorporarse una serie de radicales y sustituciones que influyen de
forma importante en sus caracteristicas y propiedades (111, 112, 113). El radical carboxilo de la
posicion 3 y el grupo cetonico de la posicion 4 son totalmente imprescindibles para gjercer su

actividad antibacteriana, ya que son necesarios para la unién a la ADN girasa.

Las diferencias estructurales entre las distintas quinolonas radican tanto en el nimero y
posicion de los dtomos de nitrégeno como en las cadenas laterales y la presencia de flior en su
molécula. Las sustituciones en la posicion 1 influyen en la afinidad por la ADN girasa y, por
tanto, en la actividad antibacteriana general. Las sustituciones en la posicion 2 afectan a las
propiedades farmacocinéticas. El grupo amino en posicion § incrementa la actividad “in vitro” y
favorece la absorcion. La introduccion de un atomo de fluor en posicion 6 da lugar a un
incremento en la inhibicidn de la ADN girasa, potenciando la penetracion en el interior de la
bacteria, originando una mayor accién antibacteriana sobre microorganismos Gram negativos e
incluyendo en su espectro a bacterias Gram positivas. Este’ descubrimiento ha llevado a la
busqueda de nuevas quinolonas que incorporan un segundo atomo halogenado o de nitrogeno en
posicion 8, y que pueden ser muy Utiles por tener una mejor absorcion oral. El grupo
piperacinico heterociclico en la posicion 7, es el responsable de la penetracion y de la posibilidad

de administracién parenteral.
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4,2.2. Clasificacion

4.2.2.1. Atendiendo a la estructura quimica

1.- Naftindonas: Acido nalidixico y enoxacino.
2.- Cinolonas: Cinoxacino.
3 .- Pirimidin-Piridonas: Acido pipemidico y acido piromidico.

4.- Quinolonas:

4.1 .- Quinolonas no fluoradas: Acido oxolinico, acroxacino, tioxacino,
droxacino, miloxacino.

4.2 - Fluorquinolonas:
4.2.1.- Monofluorquinolonas: flumequina, norfloxacino, ofloxacino,
ciprofloxacino, pefloxacino, amilofloxacino, irloxacino,
pirfloxacino.
4.2 2.~ Difluorquinolonas: lomefloxacino, difloxacino, sparfloxacino.
4.2.3.- Trfluorquinolonas: temafloxacino, flerofloxacino,

tosufloxacino.

4.2.2.2. Atendiendo a la aparicion en clinica y comercializacién (114)

1.- Primera generacion: acido nalidixico, acido oxolinoco, acido pipemidico, acido

piromidico, flumequina, etc.

2.- Segunda generacion: ciprofloxacino, norfloxacino, fluoxacino, enoxacino,
pefloxacino, ofloxacino, amifloxacino.

3.- Tercera generacion: di- y tri-fluorquinolonas.

Actualmente, en Espafia estd comercializadas cuatro fluorquinolonas; norfloxacino,

ciprofoxacino, enoxacino y ofloxacino.
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.2.3. Mecanismo de acciéon

Desde su origen se ha considerado que las 4-quinolonas actOan sobre la girasa del ADN
bacteriano (115, 116). No obstante, en los ultimos afios ha habido algunas aportaciones que
sugieren la existencia de mecanismos adicionales que también podrian ser responsables de la

accion antibacteriana de este grupo de farmacos.

El punto de accién de las quinolonas es la DNA-girasa o topoisomerasa 11, que cataliza
el superenrollamiento negativo del DNA bacteriano (117, 118, 119, 120). La topoisomerasa Il
esta compuesta de cuatro subunidades (121): dos monémeros o (Subunidad A) y dos
monomeros 3 (Subunidad B) codificados respectivamente por los genes gyr A y gyr B del
cromosoma en E. coli. La subunidad A de la topoisomerasa II actia realizando incisiones a
intervalos en sitios especificos del DNA, y posteriormente los une cormigiendo estos cortes, todo
lo cual permite la formacion de una superespiral, compacta y apretada. La subunidad B es la
responsable de la hidrolisis del ATP que se requiere en la accion. Las quinolonas bloquean la
accion de la subunidad A, y también es probable que la de la subunidad B. Este hecho provoca
que el DNA no pueda situarse adecuadamente en el interior de la bacteria, por problema de

espacio, y que la bacteria se elongue y posteriormente se destruya (118).

Por otra parte, se ha comprobado la produccion de exonucleasas por parte de las
bacterias, las cuales se piensa que producirian una rapida desintegracion del DNA en todos los
sitios donde hubiese quedado un corte sin unir, lo que daria lugar a multiples roturas en el
cromosoma, con la consiguiente muerte celular (122). Esto requeriria de sintesis de RNA
seguida de sintesis proteica antes de que pudiera apreciarse la actividad de las quinolonas, lo que
hace que la actividad bactericida de estas moléculas sea dependiente de la sintesis de RNA y
proteinas. Para explicar la produccién de exonucleasas se hace referencia a la existencia de una
fuerte induccion del gen recA del mecanismo SOS de reparacion de DNA (observado en E. coli)
(123). La respuesta SOS es una respuesta de las bacterias a determinados agentes agresivos y se
caracteriza por la sintesis no replicativa (reparacion el DNA) e inhibicion de la division celular, lo
que da lugar a filamentacion. La respuesta SOS, por tanto, es un mecanismo defensivo de la
bacteria para evitar una lesion mayor del DNA, pero si la concentracion del antimicrobiano es
grande o actia durante mucho tiempo, el fendomeno de induccidn de la sintesis no replicativa se

mantiene mucho tiempo y se produce la muerte celular.

Este parece ser el mecanismo A, comun a todas las quinolonas y blogueado por
rifampicina y cloranfenicol, y que como hemos visto, seria dependiente de la division celular y de
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la sintesis de RNA y proteinas. Sin embargo, se ha propuesto un segundo mecanismo B en el
caso de ofloxacino y ciprofloxacino (118, 124), que no es inhibido por rifampicina y
cloranfenicol, no necesita de las proteinas bacterianas ni de la sintesis de RNA y es independiente

de la division celular.

Por ultimo, algunos estudios han propuesto que las quinolonas no se unen a la subunidad
A de la girasa sino que forman un complejo con esta subunidad y el DNA, lo que implicaria una
interaccion directa con el material genético (125, 126). Cuatro moléculas del antimicrobiano se
unirian al ADN e interaccionarian entre si hidrofobicamente, proponiéndose una union a la girasa
mediante el carbono 7 de la quinolona.

4.2.4. Penetracion y acumulacion intracelular

La penetracion en las bacterias gramnegativas estd mejor estudiada que para las
grampositivas, proponiéndose que el paso de la membrana extemna serfa por difusion pasiva a

través de poros ompF o bien via fosfolipidos (127, 128).

Hay pocos trabajos que describen como las quinolonas atraviesan la membrana interna
de la bactena: unos (128, 129) consideran que se realiza por difusion pasiva y otros (130, 131)

que debe existir un mecanismo de transporte activo.

La acumulacion de las quinolonas en el interior de la bacteria es rapida y supone una
entrada maxima durante los pnimeros 10 segundos; la segunda etapa es mas lenta y se prolonga
durante 30 minutos (132, 133).

4.2.5. Factores que influyen en la actividad de las quinolonas

La actividad de las quinolonas pede modificarse tanto “in vitro” como “in vivo” por

determinados factores, entre los cuales se destacan:

- Indculo: Afecta de forma ligera a la actividad de las quinolonas fluoradas y de manera

mas acusada a las no fluoradas.
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- Medio de cultivo: El comportamiento de las quinolonas es similar sea cual fuere el
medio utilizado aunque se han encontrado algunas diferencias cuando comparamos medios con
agar y medios liquidos (134).

- pH: De forma general puede afirmarse que la acividad de las fluorquinolonas
disminuye progresivamente a medida que desciende el pH. Por el contrario, las quinolonas

antiguas suelen ser mas activas a pH bajo (124, 135).

- Tones: Hay unanimidad en considerar que la eficacia antibacteriana disminuye en
presencia de iones metalicos (134, 135) y se modifica més la actividad bactericida que la
bacteriostatica.

- Suero:Las fluorquinolonas tienen baja afinidad por las proteinas séricas, por lo que su

actividad apenas se ve modificada (134).

4.2.6. Espectro de accion

El espectro de accion de las quinolonas es amplio y varia desde algunas especies de
bacterias gramnegativas de las primeras quinolonas, hasta el aumento gradual a otras bacterias en
las nuevas sustancias; primero contra enterobacterias y otros aerobios gramnegativos, mas tarde
frente a ciertos aerobios grampositivos y bacterias intracelulares, y mas recientemente contra los

anaerobios y ciertos protozoos (136, 137, 138).

4.2.7. Mecanismos de resistencia

Las resistencias a las quinolonas que se han encontrado son fundamentalmente

cromosodmicas, y pueden ser de dos clases:

- Por mutaciones que afectan a la DNA girasa, y que principalmente se producen en el
gen gyr A que codifica para la subunidad A de la girasa (139).

- Por mutaciones que disminuyen la permeabilidad bacteriana por modificacién de los
poros, probablemente por alteracion de los lipopolisacaridos de la pared (140), que impiden la

entrada de estos compuestos dentro de la bacteria.
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4.2.8. Farmacocinética

Las quinolonas presentan caracteristicas farmacocinéticas muy similares entre si. El
tiempo de absorcion tras administracion por via oral oscila entre 1 y 3 horas (141). Las
constantes de absorcion y eliminacién son independientes de la dosis administrada por lo que el
incremento de la Cra, y €l area bajo la curva (ABC) es proporcional al incremento de la dosis.

La penetracion tisular de los agentes antibacterianos es importante para su actividad en el
lugar de la infeccion. Puesto que la unidn a proteinas séricas de las quinolonas es baja y su peso
molecular es pequefio, las condiciones son favorables a la penetracion tisular. En general (142,
143, 144, 145), todas las quinolonas se unen a proteinas plasmaticas en un bajo porcentaje, 15-
40%, independientemente de las concentraciones totales plasmaticas, siendo la difusion y
penetracion histicas amphas {146), alcanzando altas concentraciones en los tejidos perniféricos y
fluidos organicos (liquido prostatico, bilis, saliva, liquido cefalorraquideo, secreccion bronquial)
y oscilando su volumen de distribucion enre 1 y 3 kg Difunden bien en los exudados
inflamatorios (113) asi como en el liquido amnidtico y leche materna (147), con una elevada

penetracion tanto en macrofagos como en polimorfonucleares.

La principal via de eliminacion es el rifidn, tanto por filtracion glomerular como por
secrecion tubular activa, y en menor proporcién por tracto gastrointestinal, aunque hay

variaciones segun la quinolona.

4,2,9, Efectos secundarios y toxicidad

Generalmente son pocos, considerandose a las fluorquinolonas como antibidticos
relativamene seguros (148). Las reacciones adversas mas frecuentes afectan al aparato digestivo
con nauseas, vomitos y diarreas. Con relacion al sistema nervioso central se han descrito
temblores, vértigos, agitacion, insomnios, somnolencias y cefaleas. En la piel, se ha observado

prurito, exantema cutaneo y en algunos casos, reacciones de fotosensibilidad.
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4.2,10. Indicaciones

Suelen administrarse para tratar infecciones urinarias agudas y complicadas, infecciones
entéricas, respiratorias, osteoarticulares, de la piel y tejidos blandos, infecciones de transmision
sexual e infecciones sistémicas graves (141, 149).

Respecto a las infecciones respiratorias, suelen administrarse para el tratamiento de
infecciones respiratorias de origen comunitario causadas por gramnegativos, neumonias intra- y
extrahospitalarias, sobreinfecciones por Haemophilus o bacilos gramnegativos en bronquitis
cronica, bronquiectasias, o fibrosis quistica infectada por Psendomonas. En los Gltimos aiios, se
ha tratado de ampliar el uso de las quinolonas a las infecciones respiratorias producidas por

grampositivos (150, 151).

4.3. CIPROFLOXACINO

4.3.1. Estructura quimica

Ciprofloxacino es el nombre con el que se conoce al acido-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-
dihidro-4-oxo-7( 1-piperazinil)3-quinolein carboxilico (Figura 2}, y se trata de una fluorquinolona
con estructura de 4-quinolona de origen sintética.

0
F COOH
N
2
NI_I A
Figura 5
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4.3.2. Actividad antibacteriana

Ciprofloxacino posee un amplio espectro de atividad (136, 152, 153, 154) que abarca a
cast todos los gérmenes gramnegativos, incluido Psendomonas aeruginosa, y muy especialmente
frente al grupo de las enterobacterias. Su accion abarca tambien gérmenes grampositivos como
por ejemplo estafilococos y estreptococos, incluidos los enterococos, algunos anaerobios,

Mycoplasma, Chlamydia, Rickettsia y Micobacterium.

Actua tanto en fase de crecimiento exponencial como en fase estacionaria, disminuyendo
su potencia bactericida a pH acido y no influyendo las condiciones de aerobiosis o anaerobiosis
(154).

4.3.3, Farmacocinética

La absorcion de ciprofloxacino tras su administracion por via oral es buena (75-80%) y
se produce con rapidez acanzando la C.« entre 1y 1,30 horas horas después de su
administracion (155, 156). Por via intravenosa la concentracion sérica disminuye rapidamente
(aproximadamente a Ja cuarta parte de la dosis} en los primeros 30 minutos {152). Su
distribucion tisular es muy amplia (109). La penetracion intracelular es buena y el volumen de
distribucion en estado estacionario oscila entre 2 y 3 kg, por tanto, las concentraciones en los
diferentes tejidos organicos son elevadas. La union a proteinas es baja, 20-28%. Se excreta por

orina en un 80-85%, lo cual explica porque se alcanzan concentraciones muy elevadas en orina.
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Objetivos

1°.- Estudio de la actividad antimicrobiana de amoxicilina/clavulanico vy
ciprofloxacino frente a tres cepas de S. pneumoniae de diferente serotipo y sensibilidad a
penicilina, medida en CMI y CMB y mediante curvas de letalidad.

2°.- Estudio del efecto postantibidtico de estos antimicrobianos frente a las tres
cepas que se ensayan después de su exposicion a diferentes concentraciones de los mismos.

3°- Disefio de un modelo experimental de neumonia neumococica en raton,
estableciendo las minimas dosis letales a utilizar con cada cepa asi como las lesiones

histopatologicas pulmonares producidas con cada una de las cepas ensayadas.

4°.- Valoracion de la eficacia de amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino en el
modelo experimental de neumonia neumocoécica en raton, estudiando para ello diferentes
parametros como porcentajes de supervivencia, curvas de letalidad “in vivo”, negativizacion

de hemocultivos, y parametros farmacocinéticos.
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Matertal y métodos

1. MATERIAL
1.1. MICROORGANISMOS

Las cepas utilizadas para la realizacién de este trabajo fueron 3 aislados clinicos de

Streptococcus pneumoniae de diferente serotipo y diferente sensibilidad a penicilina:

- Streptococcus pneumoniae M-17912, serotipo 3 y sensible a penicilina.

- Streptococcus pneumoniae FID-86, serotipo 6 y de resistencia intermedia a
penicilina.

- Streptococcus pneumoniae FID-75, serotipo 9 y resistente a penicilina.

La cepa del serotipo 3 fue proporcionada por el Itto. de Salud Carlos III de
Majadahonda, y las de los serotipos 6 y 9 proceden de la Fundacién Jimenez Diaz de
Madnd, y se conservaron en placas de agar Columbia suplementado con un 5% de sangre
de cordero (Biomerieux, S.A.) a 0 °C, llevandose a cabo resiembras en medio fresco cada 3-

4 dias, incubandose a 37 °C en una atmosfera con un 5% de CO, durante 16-18 horas.

1.2. ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianos utilizados en los ensayos fueron: amoxicilina/clavulanico y

ciprofloxacino, suministrados por Beecham S.A. y Bayer S.A | respectivamente.

El suministro de los farmacos se realizé en forma de polvo valorado cuyas potencias
respectivas fueron de 84,5% para amoxicilina, 95.3% para clavulanico y 85.6% para
ciprofloxacino. Los stocks fueron preparados de acuerdo con las instrucciones del
laboratorio farmaceutico, y se separaron en alicuotas de 500 pl cada una, conservandolas a -
18 °C hasta su utilizacion. Para cada ensayo se utilizd una alicuota que se diluyé en el

diluyente adecuado hasta conseguir la concentracion requerida.

En el caso de ciprofloxacino, para los ensayos i vivo fue utilizada una solucion para
infusién de ciprofloxacino al 0.2% de uso hospitalario (Baycip Bayer, S.A).
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1.3. ANIMALES

Se utilizaron ratones hembra BALB/c pertenecientes al animalario del Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Medicina, de entre 8-12 semanas de edad, y de peso 20-
22g. Los animales se mantuvieron con aporte de comida y agua “"ad libitum" y a

temperatura costante, vigilando que no presentaran patologia alguna.

2. METODO

2.1. ESTUDIOS IN VITRO

2.1.1. Determinacién de las Concentraciones Minimas Inhibitorias y
Bactericidas (CMIs y CMBs)

Las CMIs fueron calculadas en caldo Todd Hewitt (Difco, S.A.), por el método de
Macrodilucion en tubo (157). Para ello se prepararon una serie de tubos que contenia 1 ml
de caldo y concentraciones de antimicrobiano al duplo, es decir, cada tubo tenia doble
concentracion que el siguiente. El tubo con mayor concentracion era de 4 pg/ml y el de
menor, de 0.0075 pg/ml. El tubo control contenia 1 mi de caldo sin antimicrobiano. A
continuacion, se afiadi¢ a cada tubo 1 ml de inéculo. Este se prepar6 ajustando la turbidez
de un tubo con solucion salina y microorganismos en fase exponencial de crecimiento al
tubo n° 1 de la escala de Mc. Farland (3*10® UFC/ml) y diluyendo después hasta conseguir
una concentracion de 10° UFC/ml en caldo Todd Hewitt.

La CMI se calculd, transcurridas 18-24 horas en estufa a 37 °C y en una atmosfera
del 5% de CO», como la minima concentracion de antimicrobiano capaz de impedir el

crecimiento visible (turbidez) de la bacteria en comparacion con el tubo control.

Para el calculo de la CMB, se sembraron con un asa de platino en placas con agar
Columbia suplementadas con un 5% de sangre de cordero, unos 10l def contenido de cada
tubo con concentracion de antibiotico superior a la CMI, y se incubaron 18-24 horas en
estufa a 37 °C y en una atmosfera del 5% de CO,. Se tom6é como valor de la CMB la

concentracion del tubo que habia destruido el 99.9% de los microorganismos.

Este proceso se hizo, por duplicado, para amoxicilina, clavulanico,

amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, con las tres cepas de S. preumoniae.
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2.1.2. Curvas de letalidad

Las curvas de crecimiento-letalidad se realizaron durante un periodo de 8 horas, con
concentraciones superiores a la CMI de los dos antimicrobianos y con un cultivo de

microorganismos control,

Un cultivo ‘overnight” de cada microorganismo en fase estacionaria de crecimiento
fue diluido hasta conseguir una concentracion de 10% -107 UFC/ml (absorbancia de 0.1 a
580 nm); este cultivo fue repartido en 4 alicuotas, permaneciendo una de ellas como
control, mientras que a las otras se les afiadieron concentraciones de 1, 4 y 10 veces la CMI
de amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino, manteniéndose a 37 °C en bafio de
agitacion durante 8 horas. Las curvas se elaboraron a partir de recuentos bacterianos cada

dos horas hasta la 8.

La concentracion de microorganismos se calculd mediante la técnica de recuento en
placa (157); este método consiste en hacer una dilucién seriada decimal en solucion salina
(0,9%) del cultivo inicial, obteniendo una serie de tubos que contienen cada uno 10 veces
menos concentracion de bacterias que el anterior. A continuacién se sembraron por
duplicado 25 pl de cada tubo en placas de agar Columbia suplementadas con un 5% de
sangre de cordero, contandose a las 18-24 horas de incubacién el nimero de UFC/ml y

calculandose entonces la concentracidn del cultivo inicial.

Se midio el efecto antibacteriano de cada antimicrobiano calculando los cambios en
la viabilidad bacteriana, es decir calculando la diferencia entre el log,e UFC/ml de las
bacterias tratadas a 1o largo del tiempo respecto del logie UFC/ml de las bacterias al inicio
del experimento (T=0).

2.1.3. Efecto bactericida

Se utilizaron las curvas de letalidad para su realizacion. Se consideré que existia
efecto bactericida (6 maxima muerte bacteriana), cuando el descenso en las UFC/ml debido

al tratamiento antimicrobiano fue mayor a 3 log;, (158).
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2.1.4. Efecto postantibiotico (EPA)

La cuantificacion del EPA se realizd en un cultivo de microorganismos que se
expusieron a la accion del antimicrobiano durante 2 horas, y comparando después el

crecimiento con un cultivo control (159).

Los cultivos contenian 30 ml de caldo Todd-Hewitt al que se le afiadieron
microorganismos en fase estacionaria de crecimiento (procedentes de un cultivo
‘overnight™), hasta alcanzar una concentraciéon de 10%-107 UFC/ml (absorbancia de 0.1 a
580 nm). A continuacion, los microorganismos fueron expuestos a 1, 4 y 10 veces la CMI
de amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino. Para cada concentracion y
microorganismo se mantuvo un matraz como control, afiadiendo el mismo volumen de
solucion salina; todos los matraces se incubaron a 37 °C en bafio con agitacion durante 2
horas, momento en que se procedié a eliminar el antibiotico mediante las técnicas de
centrifugacion y posterior dilucién (160). Para ello se centrifugd cada matraz a 3500 rpm
durante 10 minutos, eliminandose el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en caldo
Todd-Hewitt fresco. Esta operacion se realizo dos veces, tanto en los matraces expuestos a
antibidtico como en los controles. A continuacion, se procedid a hacer una dilucion 1:100
del contenido de cada matraz en otro que contenia caldo fresco. Para la cepa de
Streptococcus pneumoniage del serotipo 9, la dilucién efectuada fue 1:10. Después, los

matraces fueron incubados 7 horas, de nuevo a 37 °C en bafio con agitacion.

Todas las curvas de crecimiento y de EPA se elaboraron a partir de recuentos
bacterianos que se hicieron cada hora desde el tiempo 0 (eliminacion del antibiotico) hasta
la 7" hora. Este proceso se repitid tres veces con cada antimicrobiano y cada

microorganismo.

El calculo de la duracion del EPA se efectud utihizando la formula descrita por Mc.
Donnald (161):

EPA=T-C

donde, T es el tiempo (en horas) que tarda el cultivo de microorganismos tratados en
incrementar 1 Log,, su concentracidn a partir del tiempo 0 (eliminacion del antimicrobiano),
y C es el tiempo (en horas) que tarda el cutivo control en incrementar 1 Log,, su

concentracién a partir del tiempo 0,
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La duracion del EPA se tomo como la media de los tres expeimentos + el error

estandar, y se considerd significativo si era superior a 30 minutos (161).

2.2. ESTUDIOS INVIVO

Para los estudios "in vivo" se utilizé un modelo experimental de neumonia en raton
descrito por Esposito y Pennington (20), y posteriormente utilizado con ligeras
modificactones por Azoulay-Dupuis y cols. (22, 162).

De las tres cepas de Streptococcus preumoniae utilizadas para provocar la
neumonia, la del serotipo 3 resulté virulenta para los ratones, utilizindose en ese caso
ratones inmunocompetentes. Las cepas del serotipo 6 y del serotipo 9, resultaron no
virulentas para los ratones (163), por lo que hubo que utilizar ratones

inmunocomprometidos 0 neutropénicos en €sos casos.

2.2.1. Neutropenia

Los ratones se inmunodeprimieron con dosis de 150 mg/kg de ciclofosfamida
(Genoxal. Laboratorios Funk, S.A.) por via intraperitoneal en los dias 4 y 1 previos al dia
del experimento (dia 0) (164, 165).

Previamente a la aplicacion de este modelo se habia comprobado la eficacia de la
ciclofosfamida como inmunodepresor en el raton, alcanzando un porcentaje de reduccion de
leucocitos del 70-84% en el dia del experimento (dia 0), lo que permite practicamente

anular el sistema inmunolégico y evitar una posible interferencia en la infeccion bacteriana.

2.2.2. Modelo experimental de neumonija

2.2.2.1. Preparacion del inéculo

El dia anterior al del experimento (dia 0) se prepar6é un indculo de la bacteria en
caldo Todd-Hewitt. Se incubd en estufa a 37 °C y 5% de CO, durante toda la noche. El dia

del experimento se paso una alicuota de ese cultivo a caldo fresco y se dejo crecer en un
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bafio con agitacion a 37 °C hasta alcanzar turbidez. Ese.cultivo, cuyas bacterias se
encontraban en fase exponencial de crecimiento, fue centrifugado a 3500 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue resuspendido en solucion salina
(0.9%), volviéndose a repetir el proceso de centrifugacion. El sedimento obtenido de esta
segunda centrifugacion, fue resuspendido en solucion salina y se ajustdé su concentracion

midiendo absorbancia en un espectofotometro a 580 nm de luz visible.

2.2.2.2. Infeccion pulmonar

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de 0.18-0.2 ml
de pentobarbital sodico (0.65%). Una vez anestesiados, fueron suspendidos verticalmente
colgandolos de sus incisivos superiores, y fueron canulados orotraquealmente mediante un
catéter flexible (Abbocath G-22), al que se le acopld una jeringilla de 1 ml. A continuacion,
se inocularon 60 1l de la suspension en solucion salina de microorganismos en fase

exponencial de crecimiento.

Los ammales permanecieron 5 minutos aproximadamente en posicion vertical, tras
lo cual fueron pasados a sus jaulas y fueron colocados en un angulo de 45° para evitar la
expulsion del indculo de los pulmones. En el transcurso de 1-2 horas se recuperaron de la

anestesia.

El momento de la inoculacién de los animales fue tomado como tiempo O del

experimento.

2.2.3. Determinacion de la Minima Dosis Letal (MDL

Se calculo este parametro para cada cepa de Streptococcus preumoniae utilizada en
este estudio. Para ello, se hicieron lotes de 14-16 ratones, y a cada lote se le inoculé una
concentracion de microrganismos, que fue de 103-105 UFC/ml para la cepa del serotipo 3, y
de 105-107 UFC/ml para las cepas de los serotipos 6 y 9. A continuacién, se observaron
durante 15 dias los animales, apuntandose diariamente la mortalidad en cada lote.

Se definié la MDL como la menor concentracion de microorganismos a la cual

todos los animales mueren (166). La concentracion de microorganismos que correspondia
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con la MDL para cada cepa, fue la utilizada para todos los experimentos realizados

posteriormente.

Por otra parte, y para determinar que el proceso neumonico era causado unica y
exclusivamente por cada una de las cepas en estudio, y no por cualquier otro factor, al
realizar este experimento fue infectado un grupo control de animales (tanto
inmunocompetentes como inmunodeprimidos), cada uno de los cuales fue inoculado con 60

! de solucidn salina estéril.

2.2.4. Lesiones histopatolégicas en pulmén

Con objeto de estudiar las lesiones que se producian en el tejido pulmonar (17, 167)
como consecuencia de la infeccidn neumocoécica, un grupo de 10-15 animales fue infectado

con la MDL de cada una de las cepas de S. preumoniae.

A las 5, 19, 31 (19+12), 43 (19+24), 67 (19+48) y 91 (19+72) horas p.i. se
sacrificaron 2 animales de cada grupo. También se sacrificaron a esos mismos tiempos 2
animales controles (inoculados con solucién salina estéril). A cada ratén se le extrajo su
pulmon izquierdo (de un sélo l6bulo), el cual fue fijado en formol al 10% por un minimo de
48 horas. A continuacion cada pulmon fue incluido en parafina, y se le realizaron cortes
longitudinales de 7 pm de espesor con un microtomo (Jung Biocut. Leica). Los cortes

fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, y estudiados al microscopio.

2.2.5. Tratamiento antimicrobiano

Tras inocular a los animales y una vez estos se recuperaban de la anestesia, se
separaron en lotes de 14-16 ratones. El nimero de lotes a utilizar para cada cepa variaba en
funcion de las dosis de antimicrobiano a ensayar, como se verd mas adelante. Un lote
permanecié como control, mientras que al resto se les aplicd un tratamiento antimicrobiano.
El momento del inicio del tratamiento variaba, segun el tipo de estudio a realizar. Tanto
amoxicilina/clavulanico (4:1), como ciprofloxacino, fueron administrados por via
subcutanea en la parte interna del muslo del animal. Para amoxicilina/clavulanico (4:1) el
volumen a inyectar fue de 0.1 ml cuando las concentraciones fueron de (5:1.25 - 25:6.25)
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mg/kg, y de 0.15 ml cuando la concentracion fue de (50:12.5) mg/kg. Para ciprofloxacino el

volumen a inyectar fue de 0.5 ml.

Al grupo de animales control, se le inyecté un volumen igual de solucion salina que

el del antimicrobiano que se estuviera administrando.

2.2.6. Curvas de supervivencia

Para amoxicilina/clavulanico (4:1) el estudio se realizé de la siguiente manera:

- Para la cepa de Streptococcus pneumoniae del serotipo 3 se utilizaron 3 lotes de
14-16 animales cada uno. Un grupo permanecid como control y dos grupos fueron tratados
con dosis de (5:1.25) mg/kg y (10:2.5) mg/kg respectivamente, empezando el tratamiento a
las 19 horas p.i.. Asimismo, para estudiar la influencia del momento del inicio del
tratamiento en la supervivencia, tres lotes de animales fueron tratados con su DEg ((5:1.25)

mg/kg) empezando el tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.i. respectivamente.

- Para la cepa de Strepfococcus pneumoniae del serotipo 6 se utilizaron 4 lotes de
14-16 animales cada uno. Un grupo permanecio como control y 3 grupos fueron tratados
con dosis de (5:1.25) mg/kg, (10:2.5) mghkg, y (25:6.25) mg/kg respectivamente,
empezando el tratamiento a las 19 horas p.i.. Asimismo, para estudiar la influencia del
momento del inicio del tratamiento en la supervivencia, tres lotes de ammales fueron
tratados con su DEg ((25:6.25) mg/kg) empezando el tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.i.

respectivamente.

- Para la cepa de Streptococcus pneumoniae del serotipo 9 se utilizaron 5 lotes de
14-16 animales cada uno. Un grupo permanecié como control y 4 grupos fueron tratados
con dosis de (5:1.25) mg/kg, (10:2.5) mgkg, (25:6.25) mg/kg y (50:12.5) mg/kg
respectivamente, empezando el tratamiento a las 19 horas p.i.. Asimismo, para estudiar la
influencia del momento del inicio del tratamiento en la supervivencia, tres lotes de animales
fueron tratados con su DEgy ((50:12.5) mg/kg) empezando el tratamiento a las 5, 19 y 31

horas p.1. respectivamente.

En el caso de ciprofloxacino se hicieron 4 lotes de 14-16 animales para cada cepa,
dejando en cada caso un grupo como control, y tratando 3 grupos con dosis de 50 mg/kg

empezando el tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.i. respectivamente,
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Tanto en el caso de amoxicilina/clavulanico (4:1) como de ciprofloxacino, e
independientemente de cuando se iniciara el tratamiento, este consistid6 en 6 dosis

espaciadas por intervalos de 12 horas.

Para la elaboracion de las curvas de supervivencia para cada cepa y para cada dosis
de antimicrobiano, se anotaron diariamente durante un periddo de 15 dias el numero de
animales de cada lote que sobrevivian al proceso de neumonia. Con esos datos se
elaboraron los porcentajes de supervivencia para cada dosis de antimicrobiano, momento de
inicio del tratamiento, cepa y dia, y se elaboraron las curvas de supervivencia enfrentando

esos porcentajes con el tiempo (en dias).

2.2.7. Calculo de las DE_SQ y DE,,

Con los datos de supervivencia final obtenidos para cada dosis de
amoxicilina/clavulanico empleadas y para cada cepa, cuando el tratamiento comenzaba a las
19 horas p.i., se calcularon las dosis eficaces 50 y 90 (DEsy y DEq), definidas como las
dosis de antimicrobiano (en mg/kg) necesarias para alcanzar un 50% y un 90% de
supervivencia, respectivamente. Para ello se utilizd el método de Reed & Muench (168).
Posteriormente, fueron las DEg de amoxicilina/clavulanico para cada cepa las que se
utilizaron para estudiar la influencia del momento del inicio del tratamiento en la
supervivencia, la elaboracion de las curvas de letalidad in vivo, los estudios de presencia de

microorganismos en sangre y los estudios farmacocinétcos.

En el caso de ciprofloxacino no se calcularon estos parametros ya que solo se

ensayo la eficacia de una concentracion de antimicrobiano.

2.2.8. Recuento del nimero de UFC en los pulmones. Curvas de letalidad

in vivo.

Para cada cepa y antimicrobiano se determiné la concentracion de bacterias que
habia en el pulmén en distintos momentos del proceso neumonico. Para ello, se hicieron
lotes de 15-17 animales, los cuales fueron infectados con cada una de las cepas en estudio.

Se dej6 un grupo control para cada una de las cepas utilizadas, y los otros lotes recibieron el
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tratamiento correspondiente, que se trataba de la DEg en el caso de

amoxicilina/clavulanico:

- Para la cepa de Streptococcus pneumoniae del serotipo 3 se administraron a los

animales dosis de (5:1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico y 50 mg/kg de ciprofloxacino.

- Para la cepa de Streptococcus pneumoniae del serotipo 6 se administraron a los
animales dosis de (25:6.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico y 50 mg/kg de ciprofloxacino.

- Para la cepa de Streptococcus preumoniae del serotipo 9 se administraron a los

animales dosis de (50:12.5) mg/kg de amoxicilina clavulanico y 50 mg/kg de ciprofloxacino.

En todos los casos el tratamiento empezo a las 19 horas p.i. y consistié en 6 dosis
administradas por via subcutinea y espaciadas por intervalos de 12 horas. A los grupos
control se les administré el mismo volumen de solucion salina que de anttmicrobiano a los

grupos tratados.

Se sacrificaron (por dislocacién cervical) 3 animales infectados al inicio del
tratamiento (19 horas p.1.), y se sacrificaron 3 animales tanto del grupo control como del
grupo que recibia tratamiento a las 8 horas tras la 1* inyeccion (27 horas p.i.), a las 12 horas
tras la 2* inyeccion (43 horas p.i.), a las 12 horas tras la 4° inyeccion (67 horas p.t.), a las 12
horas tras la 6" inyeccion (91 horas p.i.}, y en algunos casos a las 84 horas tras la 6*
inyeccién (163 horas horas p.i.).

Después del sacrificio de cada animal y con ayuda de material quirirgico (pinzas y
bisturi) se extrajeron los pulmones del ratén, los cuales se homogeneizaron en 5 ml de
solucion salina (0.9%), utilizando para ello un mortero de porcelana estéril al que se afadia
arena de mar estéril; a continuacion se tomo el sobrenadante del mortero y se procedié a
realizar el recuento de microorganismos por el método ya descrito de realizar diluciones
decimales en solucién salina, de las que fueron sembrados 25 pl en placas de agar Columbia
suplementadas con un 5% de sangre. Estas fueron incubadas 18-24 horas en estufa con un
5% de CO,. Tras realizar el recuento, los resultados fueron expresados en UFC/ml de

homogeneizado de pulmoén. Con estos datos se elaboraron las curvas de letalidad.

Se midid el efecto antibacteriano de cada antimicrobiano calculando los cambios en
la wviabilidad bacteriana, es decir calculando la diferencia entre el logie UFC/ml de

homogeneizado de pulmén de los animales tratados a lo largo del tiempo respecto del log;e
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UFC/ml de homogeneizado de pulmon de los animales al inicio del tratamiento (19 horas

p.i.).

2.2.9. Presencia de microorganismos en sangre

Con objeto de determinar si se habia producido un paso de microorganismos de los
pulmones a la sangre, y si se habia producido un proceso bacteriémico, y como el
antimicrobiano influia en ello, de cada animal sacrificado (ver punto 2.2.8.) se extrajo
sangre por puncion intracardiaca, la cual fue cultivada 24-48 horas en Caldo Tioglicolato
(Difco, S.A.). Transcurrido ese tiempo, de los cultivos en los que se observd crecimiento se
pasaron unos 10 pl con un asa de platino a placas de agar Columbia suplementadas con un

5% de sangre para confirmar la presencia de Streptococcus pneumoniae.

2.2.10. Determinacion de los niveles de antimicrobiano en suero vy pulmén

Los niveles de amoxicilina y ciprofloxacino en suero y pulmén se determinaron por
bioensayo utilizandose el método de difusion en agar de Grove y Randall (15, 169, 170),
ligeramente modificado y adaptado a nuestras necesidades. En el caso de amoxicilina se
administré amoxicilina/clavulanico (4:1), ya que el acido clavulanico no interfiere el ensayo
microbiologico de la amoxicilina y la amoxicilina no influye en la valoracion del 4cido
clavulanico (171). Los niveles de acido clavulanico en suero y pulmén no fueron

determinados.
a) Elaboracion de la recta estandar

Para la preparacion de cada antimicrobiano el diluyente utilizado fue PBS (pH=7.2-
7.4), siendo las concentraciones utilizadas: 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, '32, 64, 75, 100,
200, 250, 500 pug/ml para ambos antimicrobianos.

Se utilizaron placas Petri de 15 cm de didmetro a las que se afiadid una capa de 12
ml de agar Iso-sensitest (Oxoid); una vez solidifico esta primera capa, se afiadieron 6 m! del
mismo agar pero en el que habia sido sembrado en masa un microorganismo patrén a una
concentracion de 10°-10 ¢ UFC/ml. El microorganismo utilizado fue Micrococcus luteus
ATCC 9341 para amoxicilina y Escherichia coli ATCC 25922 para ciprofloxacino. Una vez
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solidificado el agar, se procedid a hacer pocillos (4-5 por placa) de 10.7 = 0.1 mm con un
tubo de vidrio, extrayendo el trozo de agar con unas pinzas estériles. Cada pocillo fue
rellenado con 60 pl de una solucibn de cada antibiotico a distintas concentraciones,

realizandose el ensayo por triplicado.

Se incubaron las placas a 37 °C y, transcuridas 24 horas, se midieron los halos de
inhibicion con un calibre, realizandose con los datos una regresion lineal y una recta de
minimos cuadrados (recta estandar) que relacionaba el logaritmo de la carga y el didmetro

del halo en milimetros.

b) Muestras de suero y pulmones de ratones

Los niveles de antimicrobiano se determinaron en ratones sanos (controles) y en
ratones inmunocompetentes infectados. Para ello se administraron a cada grupo de ratones
cada uno de los antimicrobianos en estudio. Para amoxicilina, se administré
amoxicilina/clavulanico (4:1) a las dosis de (5:1.25), (25.6.25) y (50:12.5) mg/kg, que se
correspondian con las DEgy de cada una de las cepas ensayadas, y para ciprofloxacino la
dosis fue de 50 mg/kg. En ambos casos se traté de una monodosis administrada por via
subcutanea. Para los ratones infectados, el antimicrobiano se administro 19 horas después

de infectar a los animales con la cepa de Streptococcus pneumoniae del serotipo 3.

Alas 0.5, 1,2, 3,5, 8, 12 y 24 horas tras ]a.administraci()n del antimicrobiano se
procedio a obtener las muestras de sangre y pulmones. Para cada tiempo se utilizaron 3
animales, de los cuales se extrajo la sangre por puncién intracardiaca. Las muestras de suero
se obtuvieron por posterior centrifugacion de la sangre a 3500 rpm durante 10 minutos.Una
vez los animales eran desangrados, se extrajeron los pulmones del mismo modo a lo
explicado en el punto 2.2.8., y tras pesarlos se guardaron en tubos que contenian 1 mi de
PBS.

Tanto los sueros como los pulmones fueron congelados hasta el dia del experimento
(bioensayo), momento en el que se homogeneizaron los pulmones y se procedié a hacer un
"pool" (n=3) tanto de los sueros como de los homogeneizados de los pulmones para cada
punto. A continuacion se procedio a rellenar tres pocillos por tiempo de extraccion, tanto
para los sueros como para los pulmones, en placas Petri preparadas de igual forma a la

explicada para la recta estandar. Tras incubacidn a 37 °C durante 24 horas, se midieron los
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halos de inhibicion obtenidos y se calculd la concentracion de antimicrobiano
correspondiente mediante la recta estindar y la ecuacion de regresion lineal. Con estos
datos se prepararon las graficas de niveles de concentracion de antimicrobiano en suero (p
g/ml) y pulmoén {(pg/g) versus tiempo (h) por cada antimicrobiano, dosis y grupo de ratones
(controles o infectados), y asimismo se calcularon parametros farmacocinéticos como Cp,y,
Tmaxs T2, T>CMI y ABC.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd el siguiente tratamiento estadistico (172), el cual se llevo a cabo en la hoja
de célculo MS-Excel 5.0:

- Media aritmética y desviacion estindar de los datos obtenidos en cada

experimento.

- T de student para comparar la significacion de los resultados. Las diferencias se
consideraron significativas en los casos en los que la probabilidad de que las diferencias se

debieran al azar fuera p < 0.05.

- Recta de regresion mediante el método de minimos cuadrados para la elaboracion

de la recta estandar en los ensayos de farmacocinética.
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Resultados

1. ESTUDIOS IN VITRO

1.1. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y BACTERICIDAS
{(CMIs Y CMBs)

Las CMIs y CMBs de los antimicrobianos estudiados frente a S. preumoniae

serotipo 3, S. preumoniae serotipo 6 y S. pneumoniae serotipo 9, se muestran en la tabla 1.

En el caso de amoxiciling, se observan diferentes sensibilidades en cada una de las
cepas. Asimismo, se observa que el acido clavulanico por si solo, no presenta apenas
actividad antibacteriana frente a las tres cepas en estudio, y que no afecta a la actividad de
amoxicilina, ya que se obtuvieron las mismas CMIs para amoxicilina/clavulanico (4/1), que

para amoxicilina.
Para ciprofloxacino, se obtuvieron CMIs de entre 0.5-1 mg/1.

Los valores de las CMBs coinciden con los de las CMIs en el caso de amoxicilina,
sin embargo, no coinciden en el caso de ciprofloxacino, que son una dilucién mayor que las
CMlIs.

1.2. CURVAS DE LETALIDAD

Las curvas de crecimiento-letalidad de los antimicrobiancs en estudio estan

representadas en las figuras 1, 2y 3.

1.2.1. Curvas de letalidad de S. preumoniae serotipo 3

La figura I, refleja la curva de letalidad de S. pneumoniae serotipo 3, tratado con 1,
4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) (fig. 1.a), y ciprofloxacino (fig. 1.b). Los
cambios en la viabilidad de §. pneumoniae serotipo 3 debido a la accion de estos dos

antimicrobianos se observan en la tabla 2.

El analisis estadistico (t Student) de estos datos confirmé que existian diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los cambios en la viabilidad bacteriana de las

bacterias control y las bacterias tratadas con ambos antimicrobianos (tabla 2).
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También se estudio (tabla 2), la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana entre las bacterias
tratadas con 1 y 4 CMI, las tratadas con 1 y 10 CMI, vy las tratadas con 4 y 10 CMI en cada
tiempo y para cada antimicrobiano, encontrdndose que en lineas generales, para ambos
antimicrobianos existian diferencias en el tratamiento con 1 y 4 CMI, y 1 y 10 CMI, pero no
habia diferencias entre 4 y 10 CML

Asimismo (tabla 2), se estudid la existencia de diferencias estadisticamente
stgnificativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana tras el tratamiento a cada
concentracion y tiempo con amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, encontrandose que
principalmente existian diferencias entre el tratamiento con amoxicilina/clavulanico y
ciprofloxacino, a favor del primero, a la concentracion de 1 CMI. A 4 y 10 CMI, no existian
diferencias de forma generalizada, pero cuando existian eran a favor de

amoxicilina/clavulanico.

1.2.2. Curvas de letalidad de .S. pneumoniae serotipo 6

La figura 2, refleja la curva de letalidad de S. pneumoniae serotipo 6, tratado con 1,
4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) (fig. 2.a), y ciprofloxacino (fig. 2.b). Los
cambios en la viabilidad de S. preumoniae serotipo 6 debido a la accidon de estos dos

antimicrobianos se observan en la tabla 3.

El analisis estadistico (t Student) de estos datos confirmé que existian diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los cambios en la viabilidad bacteriana de las

bacterias control y las bacterias tratadas con ambos antimicrobianos (tabla 3).

También se estudio (tabla 3), la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana entre las bacterias
tratadas con 1 y 4 CMI, las tratadas con 1 y 10 CMI, y las tratadas con 4 y 10 CMI en cada
tiempo y para cada antimicrobiano, encontrandose que para amoxicilina/clavulanico sélo
existen diferencias entre 1 y 4 CMI, y 1 y 10 CMI a partir de la 6" hora de tratamiento,
mientras que para ciprofloxacino esas diferencias ocurren desde la 2* hora de tratamiento.
Para ninguno de los antimicrobianos se observan diferencias entre 4 y 10 CML
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Asimismo (tabla 3), se estudio la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana tras el tratamiento a cada
concentraciéon y tiempo con amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, encontrandose que
existian diferencias entre el tratamiento con amoxicilina/ac. clavulanico y ciprofloxacino, y
siempre a favor del segundo, en la 8* hora de tratamiento con 1 CMI, y a partir de la 2* hora

de tratamiento a las concentraciones de 4 y 10 CMI.

1.2.3. Curvas de letalidad de S. pnewmoniae serotipo 9

La figura 3, refleja la curva de letalidad de S. pneumoniae serotipo 9, tratado con 1,
4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) (fig. 3.a), y ciprofloxacino (fig. 3.b). Los
cambios en la viabilidad de S. pneumoniae serotipo 9 debido a la accion de estos dos

antimicrobianos se observan en la tabla 4,

El analisis estadistico (t Student) de estos datos confirmd que existian diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los cambios en la viabilidad bacteriana de las

bacterias control y las bacterias tratadas con ambos antimicrobianos (tabla 4).

También se estudid (tabla 4), la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana entre las bacterias
tratadas con 1 y 4 CMI, las tratadas con 1 y 10 CMI, y las tratadas con 4 y 10 CMI en cada
ttempo y para cada antimicrobiano, encontrandose que para amoxicilina/clavulanico no
existen diferencias, salvo entre 1 y 10 CMI en la 2* y 8 hora, mientras que para
ciprofloxacino existen diferencias entre 1 y 4 CMIL, y entre 1 y 10 CMI en todos los
tiempos, y solo en la 8* hora para 4 y 10 CML

Asimismo (tabla 4), se estudio la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en los cambios en la viabilidad bacteriana tras el tratamiento a cada
concentracion y tiempo con amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, encontrandose que
existian diferencias entre ¢l tratamiento con amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, a
favor del primero, a la concentracion de 1 CML A 4 y 10 CMI, no existian diferencias de

forma generalizada, pero cuando existian (8" hora a 10 CMI) eran a favor de ciprofloxacino.
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1.3. EFECTO BACTERICIDA

En la figura 4, se representan (como el valor absoluto de la media) los cambios de
viabilidad alcanzados con cada antimicrobiano y concentracion para cada cepa, sefialandose

con una recta el punto a partir del cual se alcanza el efecto bactericida.

En la tabla 5, se observa el tiempo exacto en horas en el que se alcanza (si se
alcanza) el efecto bactericida. En el casoc de S preumoniae serotipo 3,
amoxicilina/clavulanico tiene efecto bactericida tanto a 1, 4 0 10 CMI, alcanzéndose este
efecto antes a mayor concentracion de antimicrobiano, mientras que ciprofloxacino soélo
tiene efecto bactericida a 10 CMI, y tarda 2 horas mas en alcanzarlo que
amoxicilina/clavulanico (7.47 h frente a 5.27 h).

Para S. preumoniae serotipo 6, amoxicilina/clavulamco no tiene efecto bacterictda a
ninguna de las concentraciones ensayadas, mientras que ciprofloxacino si alcanza efecto
bactericida tanto a 4 CMI (a las 5.19 h) como a 10 CMI (a las 4.86 h).

Para S. pneumoniae serotipo 9, tanto con amoxicilina/clavulanico como con
ciprofloxacino existe efecto bactericida a 4 y 10 CMI, pero con ciprofloxacino se alcanza

antes este efecto.

1.4. EFECTO POSTANTIBIOTICO

El efecto inducido “in vitro” sobre el crecimiento de las tres cepas de S. preumoniae
tras una exposicion de 2 horas a 1, 4 y 10 CMI de los dos antimicrobianos ensayados se

muestran en las figuras 5, 6y 7.

En la tabla 6, se muestran los valores de EPA para cada cepa y antimicrobiano. Se
realizd un analisis estadistico (t Student) con objeto de determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre las distintas concentraciones utilizadas de
cada antimicrobiano en la induccion de un mayor EPA, encontrandose (tabla 6) que
amoxicilina/clavulanico para las cepas de los serotipos 3 y 9 a la concentracion de 10 CMI
producia mayores EPAs que 1 CMI, no habiendo diferencias en los EPAs inducidos por 1 y
4 CMI y por 4 y 10 CMI. Para la cepa del serotipo 6 tanto a 4 como a 10 CMI se inducia
un mayor EPA que a 1 CMI, no habiendo diferencias entre los EPAs obtenidos con 4 y 10
CMI. Ciprofloxacino s6lo produce un mayor EPA a 10 CMI que a 1 CMI para la cepa del
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serotipo 3, mientras que para las cepas de los serotipos 6 y 9 tanto a 4 como a 10 CMI se
inducia un mayor EPA que a 1 CMI, no habiendo diferencias entre los EPAs obtenidos con
4y 10 CML

Por otra parte, se determiné mediante analisis estadistico (t Student) si existian
diferencias en la duracion del EPA producido por amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino
en cada cepa ensayada (tabla 6), encontrando que no habia diferencias entre la utilizacion de
ambos antimicrobianos en el caso de la cepa del serotipo 3, que sélo habia diferencias a 10
CMI para la cepa del serotipo 6, de manera que ciprofloxacino inducia un mayor EPA, y
que a 1 y 4 CMI amoxicilina/clavulanico inducia un mayor EPA que ciprofloxacino para la

cepa del serotipo 9.

2. ESTUDIOS IN ViIVO

2.1. DETERMINACION DE LA MDL PARA CADA CEPA

En las figuras 8, 9 y 10 quedan reflejados los porcentajes de supervivencia de los
animales infectados con diferentes in6culos de S. preumoniae del serotipo 3, 6 y 9, en los
15 dias siguientes a la infeccion. Como se puede ver en ellas, los animales que fueron
inoculados con solucion salina estéril, tano si eran inmunocompetentes como
inmunodeprimidos, sobrevivian al cabo de este periodo de tiempo, y los animales infectados
con cada una de las tres cepas del estudio tenian menor porcentaje de supervivencia cuanto

mayor era la concentracion de microorganismos utilizada.

En la tabla 7, se muestra el porcentaje de supervivencia final (tras 15 dias) obtenido
con cada inoculo y para cada cepa. En la tabla 8, se indica la MDL para cada
microorganisme, que como se puede ver es mas alta para los serotipos 6 y 9 que para el 3, a

pesar de estar inmunodeprimidos los ratones en ese caso.

2.2. LESIONES HISTOPATOLOGICAS EN PULMON

El estudio de las lesiones anatomopatologicas del pulmon reveld los siguientes
resultados:
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2.2.1. Grupo control

Los pulmones de los ratones controles, a los que sélo les habia sido inoculada
solucién salina estéril, fueron estudiados al 1gual que en los demas grupos a las 5, 19, 31, 43
(19+24), 67 (19+48) y 91 (19+72) horas p.i., no encontrandose alteraciones en ningun caso,
tanto si se trataba de ratones inmunocompetentes como inmunodeprimidos. Asi, como se
puede ver en la figura 11, en todos los casos las luces alveolares estaban vacias, los tabiques

alveolares presentaban un aspecto normal, y no existia reaccion inflamatoria.

2.2.2. Grupo 1: Ratones infectados por S. pneumoniae serotipo 3

En este grupo a las 5 horas p.i. no se aprecian alteraciones histopatologicas. A las 19
horas p.1., aparecen infiltrados (leucocitos) inflamatorios peribronquiales mimmos, y a las 31
horas p.i. se pueden observar abcesos peribronquiales multicéntricos con inflamacion aguda,
observandose abundante presencia de leucocitos polimorfonucleares, tabiques alveolares
rotos, fibras de colageno sueltas, cuadro que en conjunto constituye una neumonia

abcesificante.

A las 43 {19+24) horas p.i., como se puede comprobar en la figura 12, las lesiones
histopatoldgicas son mdaximas, apreciandose lesiones multicéntricas, masivas, con
destruccion alveolar aunque se respeta la pared bronquial, lo cual constituye una neumonia

abcesificante confluyente.

2.2.3. Grupo 2: Ratones infectados por S. preumoniae serotipo 6

En este grupo, desde las 5 hasta las 43 (19+24) horas p.i. se puede observar que
aunque no existe reaccion inflamatoria, aparece una hemorragia intraalveolar parcheada
peribronquial, la cual se hace mas intensa segln pasa el tiempo. Ademas, a partir de las 31

horas p.1. se puede observar en algunas zonas enfisema y en otras atelectesia.

A las 67 (19+48) horas p.i.,, se observa ya una clara congestion y dilatacion de los
capilares alveolares, y se distinguen mallas de fibrina. A las 91 (19+72) horas p.i., como

indica la figura 13, las lesiones son maximas, siendo la hemorragia intralveolar masiva,
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observandose abcesos confluyentes multicéntricos, con destruccion no soélo alveolar sino

también de la pared bronquial, apareciendo la zona central del pulmoén necrosada.

2.2.4. Grupo 3: Ratones infectados por S. pneumoniae serotipo 9

En este grupo se observan las mismas lesiones histopatologicas que en el grupo 2, es
decir, aparece hemorragia intraalveolar desde las 5 horas p.i., la cual se va intensificando
hasta alcanzar a las 19+48 horas p.i. su maxima gravedad, momento en que aparece
acompailada de edema, enfiserma periférico y destruccion alveolar y de la pared bronquial
(Figura 13).

2.3. CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Las curvas de supervivencia de los animales infectados con cada una de las cepas y
tratados con amoxicilina/clavulanico o con ciprofloxacino estan representadas en las figuras
14 a 25.

2.3.1. Curvas de supervivencia para S. pneumoniae serotipo 3

En la figura 14, se ve la supervivencia de los animales infectados con esta cepa y
tratados con (5/1.25) y (10/2.5) mg/kg de amoxicilina/clavulanico comenzando el

tratamiento a las 19 horas p.i., siendo esta del 100% en ambos casos.

En la figura 15, se observa la supervivencia utilizando (5/1.25) mg/kg de
amoxicilina/clavulanico, pero comenzando el tratamiento a las S, 19 y 31 horas p.i,
obteniéndose el 100%, 100% y el 75% respectivamente.

En la figura 16 se puede observar el efecto del tratamiento con 50 mg/kg de
ctprofloxacino iniciado a las 5, 19 y 31 horas p.i., donde se obtuvo un 0% de supervivencia

en todos los casos,

Por Gltimo, en la figura 17, se representa la supervivencia final alcanzada con cada

dosis de antimicrobiano, y para cada tiempo de inicio del tratamiento.

63



Resultados

2.3.2. Curvas de supervivencia para S. pneumoniae serotipo 6

En la figura 18, se ve la supervivencia de los animales infectados con esta cepa y
tratados con (5/1.25), (10/2.5) y (25/6.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico comenzando el
tratamiento a las 19 horas p.i., siendo esta del 27.27%, 72.73% y 90.91% respectivamente.

En la figura 19, se observa el efecto en la supervivencia, utilizando (25/1.25) mg/kg
de amoxicthna/clavulanico, pero comenzando el tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.i,
obteniéndose el 100%, 90.91% y el 54,54% respectivamente.

En la figura 20 se puede observar el efecto del tratamiento con 50 mg/kg de
ciprofloxacino iniciado a las 5, 19 y 31 horas p.i., donde se obtuvo un 81.81%, 54.54% y

18.18% de supervivencia en cada caso.

Por ultimo, en la figura 21, se representa la supervivencia final alcanzada con cada

dosis de antimicrobiano, y para cada tiempo de inicio del tratamiento,

2.3.3. Curvas de supervivencia para .S. preumoniae serotipo 9

En la figura 22, se ve la supervivencia de los animales infectados con esta cepa y
tratados con (5/1.25), (10/2.5), (25/6.25) y (50/12.5) mg/kg de amoxicilina/clavulanico
comenzando el tratamiento a las 19 horas p.i., obteniéndose el 0%, 21%, 52% y 90.09%

respectivamente.

En la figura 23, se observa el efecto en la supervivencia, utilizando (50/1.25) mg/kg
de amocilina/clavulanico, pero comenzando el tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.i.,
obteniéndose el 100%, 90.09 y el 54.54% respectivamente.

En la figura 24 se puede observar el efecto del tratamiento con 50 mg/kg de
ciprofloxacino, miciado a las 5, 19 y 31 horas p.i,, donde se obtuvo un 27,27%, 0% y 0% de

supervivencia en cada caso.

Por ultimo, en la figura 25, se representa la supervivencia final alcanzada con cada

dosis de antimicrobiano, y para cada tiempo de inicio del tratamiento.
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En la tabla 9.a, se recoge la supervivencia alcanzada al final de los 15 dias de
observacion para cada cepa utilizando la dosis de antimicrobiano con la que mayor
supervivencia se alcanzo. Estos mismos datos se representan en la figura 26. Como se
puede observar, el tiempo transcurrido desde la inoculacion de los animales hasta el inicio
del tratamiento influye en el éxito de este, pues es evidente que en todos los casos un
retraso en el inicio del tratamiento significo una disminuciéon en el porcentaje de
supervivencia. Asi, en las tablas 9.b. y 9.c. se muestran las diferencias (en %) en la
supervivencia entre iniciar el tratamiento a las 5 y las 19 horas p.1,, entre iniciarlo a las 19 y
31 horas p.1. y entre iniciarlo a las 5 y 31 horas p.i.,, para las tres cepas del estudio.

En el caso de amoxicilina/clavulanico {tabla 9.b.), solo para la cepa del serotipo 3 se
obtuvo el mismo resultado de supervivencia tanto a las 19 como a las 5 horas p.i1.. Para las
cepas de los serotipos 6 y 9 los porcentajes de supervivencia a las 5 y 19 horas p.i. son muy
semejantes, aunque ligeramente inferiores (entre un 9.09% y un 9.91% menor) para las 19
horas p.1.. En cambio, los porcentajes de supervivencia obtenidos para todas las cepas a las
31 horas p.i. con amoxicilina/clavulanico, son entre un 25% y un 36.37% inferiores respecto
a los alcanzados a las 19 horas p.i., y hasta un 45.46% inferiores respecto a los alcanzados

cuando el tratamiento se inicio a las 5 horas p.i..

En el caso de ciprofloxacino (tabla 9.c.), este efecto es todavia mayor, pues ya entre
las 5 y 19 horas p.i. se observa un descenso del 27% en la supervivencia para las cepas de
los serotipos 6 y 9, alcanzandose en el caso de la cepa del serotipo 6 una diferencia del

63.63% en la supervivencia segun se inicie el tratamiento a las 5 0 31 horas p.i..

AMOXICILINA/CLAVULANICO
Sh-19h 19h-31h Sh-31h
S. preumoniae ser 3 0% 25% 25%
8. pneumoniae ser 6 9.09% 35.55% 45.46%
S. pneumoniae ser 9 9.91% 36.37% 45.46%

Tabla 9.b.: Diferencia (en %) en la supervivencia alcanzada segin el momento del inicio

del tratamiento con amoxicilina/clavulanico.
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CIPROFLOXACINO
Sh-19h 19h-31h Sh-31h
S. pneumoniae ser 3 - - -
S. pneumoniae ser 6 27.27% 36.36% 63.63%
S. pneumoniae ser 9 27.27% - 27.27%

Tabla 9.c.: Diferencia (en %) en la supervivencia alcanzada segin el momento del inicio del

tratamiento con ciprofloxacino.

Por otra parte, si se comparan amoxicilina/clavulanico y ciprotfloxacino, se puede
decir que el primero es mas eficaz, ya que como se observa claramente con
amoxicilina/clavulanico los porcentajes de supervivencia son mayores en todos los casos. En
la tabla 9.d., se han calculado las diferencias (en %) entre la supervivencia obtenida, para
cada cepa y tiempo de inicio del tratamiento, para los dos antimicrobianos utilizados. Para la
cepa del serotipo 3, el tratamiento con (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico es un
100% mas eficaz que el tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino independientemente
que el tratamtento se iniciara alas 5, 19 0 31 horas p.i.. En el caso de la cepa del serotipo 6,
el tratamiento con (25/6.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico es un 18.19% mas eficaz que
el tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino cuando el tratamiento se inicia a las 5 horas
p.1, y el porcentaje aumenta a un 36% cuando el tratamiento se inicia a las 19 o 31 horas
p.i.. Por altimo, para la cepa del serotipo 9 el tratamiento con (50/12.5) mg/kg de
amoxicilina/clavulanico es un 72.73%, 90.09% y 54.54 % mas efectivo que el tratamiento
con 50 mg/kg de ciprofloxacino segin el tratamiento se iniciara a las 5, 19 o 31 horas p.i..
La eficacia de amoxicilina/clavulanico respecto a ciprofloxacino es mayor para todas las
cepas ensayadas, incluso siendo menores las dosis ensayadas de amoxicilina/clavulanico que

de ciprofloxacino para las cepas de los serotipos 3 y 6.
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AMOXICILINA/CLAVUL. - CIPROFLOXACINO

5h (A/C) - 5h (C) | 19h (A/C) - 19h (C) | 31h (A/C) - 31h (C)

S. pneumoniae ser 3 160% 100% 100%
S. preumoniae ser 6 18.19% 36.37% 36.36%
S. pneumoniae ser 9 72.73% 90.09% 54.54%

Tabla 9.d.: Diferencias (en %) entre la supervivencia obtenida con amoxicilina/clavulanico

(A/C) y ciprofloxacino.

2.4. DE< Y DEg,

Las DEso y DEgs de amoxicilina/clavulanico para las cepas de los serotipos 3, 6 y 9,

empezando el tratamiento a las 19 horas p.1., aparecen calculadas en la tabla 10.

DEsy (mg/kg) DEg (mg/kg)
S. preumoniae ser 3 <5/1.25 <5/1.25
S. pneumoniae ser 6 7.08/1.77 23.71/5.93
8. pneumoniae ser 9 23.99/5.99 49.92/12 .48

Tabla 10. DEsy y DEgy de amoxicilina/clavulanico para las 3 cepas ensayadas.

La DEsy y DEgy de amoxicilina/clavulanico para la cepa del serotipo 3 no se pudo
calcular, al obtenerse con la menor dosis empleada (5 mg/kg) una supervivencia del 100%.

Como ya se mencion6 en el capitulo de material y métodos, para estudiar la
influencia del momento del inicio del tratamiento en la supervivencia, la elaboracion de las

curvas de letalidad in vivo, los estudios de presencia de microorganismos en sangre y los
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estudios farmacocinétcos, se utilizaron las DEg; de amoxicilina/clavulanico. Para ello, estas
se redondearon a 5, 25 y 50 mg/kg. Ademas, la DEsp para amoxicilina/clavulanico para la
cepa del serotipo 6, se aproxima a la dosis ensayada de 10/2.5 mg/kg. Asimismo, la DEs,

para la cepa del serotipo 9, se aproxima a la dosis ensayada de 25/6.25 mg/kg.

2.5. CURVAS DE LETALIDAD IN VIVO

Las curvas de letalidad “in vivo” para S pneumoniae serotipo 3, 6 y 9 tras el
tratamiento con amoxicilina/clavuanico o ciprofloxacino estin representadas en las figuras
27,28y 29.

2.5.1. Curvas de letalidad in vive de S. pneumoniae serotipo 3

La figura 27, refleja la curva de letalidad “in vivo” de S. preumoniae serotipo 3, tras
recibir los ratones un tratamiento de (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico (fig. 27.a.),
y 50 mg/kg de ciprofloxacino (fig. 27.b.). Claramente se puede observar que
amoxicilina/clavulanico consigue erradicar los microorganismos de los pulmones de los

animales infectados y que ciprofloxacino no.

Los cambios en la viabilidad de S. preumoniae serotipo 3 debido a la accién de
estos dos antimicrobianos se observan en la tabla 11. El andlisis estadistico (t de Student)
confirm¢é (tabla 11), que las diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana del
grupo de animales controles y de los tratados eran estadisticamente significativas (p < 0.05)

para amoxicilina/clavulanico, y que no lo eran para ciprofloxacino.

Asimismo, se compararon los cambios en la viabilidad bacteriana producidos por
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, observandose, como también se refleja en la tabla
11, que esas diferencias favorables a amoxicilina/clavulanico eran estadisticamente

significativas (p < 0.05) en todos los casos.

2.5.2. Curvas de letalidad in vive de S. pueunmoniae serotipo 6

La figura 28, refleja la curva de letalidad “in vivo” de S. preumoniae serotipo 6, tras
recibir los ratones un tratamiento de (25/6.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico (fig. 28.a.),
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y 50 mg/kg de aprofloxacino (fig. 28.b.). Claramente se puede observar que
amoxicilina/clavulanico consigue erradicar los microorganismos de los pulmones de los

animales infectados y que ciprofloxacino no.

Los cambios en la viabilidad de S. preumoniae serotipo 6 debido a la accion de
estos dos antimicrobianos se observan en la tabla 12. El analisis estadistico (t de Student)
confirm¢ (tabla 12), que las diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana del
grupo de animales controles v de los tratados eran estadisticamente significativas (p < 0.05)
para amoxicilina/clavulanico desde el inicio del tratamiento, y que no lo eran para

ciprofloxacino hasta finalizar este.

Asimismo, se compararon los cambios en la viabilidad bacteriana producidos por
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, observandose, como también se refleja en la tabla
12, que esas diferencias no eran estadisticamente significativas en todos los casos, pero

cuando lo eran era a favor de amoxicilina/clavulanico.

2.5.3. Curvas de letalidad in vivo de S. pneumoniae serotipo 9

La figura 29, refleja la curva de letalidad “in vivo” de S. pneumoniae serotipo 9, tras
recibir los ratones un tratamiento de (50/12.5) mg/kg de amoxicilina/clavulanico (fig. 29.a.),
y 50 mg/kg de ciprofloxacino (fig. 29.b.). Claramente se puede observar que
amoxicilina/clavulanico consigue erradicar los microorganismos de los pulmones de los

animales infectados y que ciprofloxacino no.

Los cambios en la viabilidad de S. pneumoniae serotipo 9 debido a la accidon de
estos dos antimicrobianos se observan en la tabla 13. El analisis estadistico (t de Student)
revelo (tabla 13), que las diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana del grupo
de animales controles y de los tratados no eran estadisticamente significativas (p = 0.05) ni
para amoxicilina/clavulanico ni para ciprofloxacino a las 8 horas de la 1° dosis y a las 12 h
de la 2° dosis.

Asimismo, se compararon los cambios en la viabilidad bacteriana producidos por
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino, observandose, como también se refleja en la tabla
13, que esas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p < 0.05) hasta después

de la 6* dosis, y que que cuando lo eran era a favor de amoxicilina/clavulanico.

69



Resultados

En la figura 30 se representan los cambios de viabilidad obtenidos para cada
antimicrobiano y con cada cepa, a las 91 horas p.i. o lo que es lo mismo, 12 horas después
de la 6" y ultima dosis. Se observa claramente, como para las tres cepas
amoxicilina/clavulanico produce un mayor descenso en la viabilidad bacteriana que

ciprofloxacino.

2.6. PRESENCIA DE MICROORGANISMOS EN SANGRE

Las tablas 14, 15 y 16, recogen los resultados sobre el paso de cada una de las cepas

de este estudio de los pulmones a la sangre.

2.6.1. Presencia de S. pneumoniae serotipo 3 en sangre

En la tabla 14, se refleja el nimero de animales que presentaron un hemocultivo
positivo para este microorganismo respecto del total de animales sacrificados a cada tiempo,
para aquellos animales que no recibieron tratamiento (controles) y tras el tratamiento con

amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.

Como se puede observar, en los ratones que no recibieron tratamiento el paso de S.
pneumoniae serotipo 3 a la sangre ya se habia producido a las 19 horas p.i. en el 100%
(3/3) de los animales, y el microorganismo permanecié en sangre en el 100% de los ratones
hasta que se produjo su muerte. Esto indica que junto al proceso neumonico el animal sufre
un proceso bacteriémico, siendo probable que la muerte del animal se produzca por la suma
de ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulanico o con ciprofloxacino se inicia
cuando el microorganismo ya ha pasado a la sangre en el 100% de los casos, pero mientras
que (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico son capaces de erradicarlo tras dos dosis,
seis dosis de 50 mg/kg de ciprofloxacino no lo son.

2.6.2. Presencia de S. pne

En la tabla 15, se refleja el nimero de animales que presentaron un hemocultivo
positivo para este microorganismo respecto del total de animales sacrificados a cada tiempo,
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para aquellos ammales que no recibieron tratamiento {controles) y tras el tratamiento con

amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.

Como se puede observar, en los ratones que no recibieron tratamiento el paso de S.
pneumoniae serotipo 6 a la sangre se habia producido a las 19 horas p.i. en el 66.66% (2/3)
de los animales, no alcanzandose el 100% (3/3) hasta las 27-43 horas p.i., y a partir de ese
momento el microorganismo permanecié en sangre en el 100% de los ratones hasta que se
produjo su muerte. Esto indica que junto al proceso neumonico el animal sufre un proceso
bacteriémico, y que aunque el proceso bacteriémico que produce esta cepa es mas lento que
el producido por la del serotipo 3, es probable que la muerte del animal se produzca por la

suma de ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulanico o con ciprofloxacino se inicia
cuando el microorganismo ha pasado a la sangre en el 66.66% de los casos, y mientras que
(25/6.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico son capaces de erradicarlo tras cuatro dosis, el
tratamiento con seis dosis de 50 mg/kg de ciprofloxacino no impide que el porcentaje

aumente hasta el 100%, no volviendo a bajar este al 66.66% hasta después de la sexta dosis.

2.6.3. Presencia de S. pneumoniae serotipo 9 en sangre

En la tabla 16, se refleja el nimero de animales que presentaron un hemocultivo
positivo para este microorganismo respecto del total de animales sacrificados a cada tiempo,
para aquellos animales que no recibieron tratamiento (controles) y tras el tratamiento con

amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.

Como se puede observar al igual que ocurria con la cepa del serotipo 3, en los
ratones que no recibieron tratamiento el paso de S. pneumoniae serotipo 9 a la sangre ya se
habia producido a las 19 horas p.i. en el 100% (3/3) de los animales, y el microorganismo
permanecio en sangre en el 100% de los ratones hasta que se produjo su muerte. Esto
indica que junto al proceso neumonico el animal sufre un proceso bacteriémico, siendo

probable que la muerte del animal se produzca por la suma de ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulanico o con ciprofloxacino se inicia
cuando el microorganismo ya ha pasado a la sangre en el 100% de los casos, pero mientras
que (50/12.5) mg/kg de amoxicilina/clavulanico son capaces de erradicarlo tras seis dosis, el
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tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino sélo logra reducir el porcentaje al 66.66% (2/3)

tras la 6° dosis.

En la figura 31 se representa el porcentaje de hemocultivos positivos a las 91 horas
p.i., o lo que es lo mismo 12 horas tras la 6® y Gltima dosis, en animales infectados con cada
una de las cepas ensayadas y tratados con 5/1.25, 25/6.25 y 50/12.5 mg/kg de
amoxicilina/clavulanico, y 50 mg/kg de ciprofloxacino. So6lo amoxicilina/clavuldnico es

capaz de erradicar la presencia de los microorganismos de la sangre.

2.7. NIVELES DE ANTIMICROBIANO EN SUERO Y PULMON

2.7.1. Rectas estandar

Las rectas estandar de amoxicilina y ciprofloxacino frente a las cepas patron M.
futeus ATCC 9341 y E. coli ATCC 25922 se encuentran en la figura 32. Las ecuaciones de

regresion lineal basadas en el método de minimos cuadrados fueron las sigutentes:

Amoxicilina Ciprofloxacino
Y=129X+5539 Y=708 X+34.6
(r* = 0.98) (r* =0.97)

donde Y es el diametro del halo de inhibicion y X es el logaritmo de la carga de

antimicrobiano.

Segun estos resultados existe una muy buena correlacion lineal entre las dos
variables X e Y, ya que los coeficientes de correlacién (r*) son muy cercanos a 1, lo que se
confirma en las graficas de la figura 32, que muestran una gran proximidad de las nubes de

puntos a las rectas de minimos cuadrados.
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2.7.2. Curvas de concentracion de antimicrobiano en suero v pulmén de ratén
sin infectar e infectado.

2.7.2.1. Amoxicilina

Las figuras 33, 34 y 35 muestran las curvas de concentracion frente al tiempo de
amoxicilina en suero y pulmén de raton sin infectar e infectado tras la administracién de una

dosis de 5, 25 y 50 mg/kg respectivamente.

2.7.2.2.Ciprofloxacino

La figura 36 muestra las curvas de concentracidn frente al tiempo de ciprofloxacino

en suero y pulmon de ratdn sin infectar e infectado tras la administracion de una dosis de 50
mg/kg.

2.7.3. Parametros farmacocinéticos

La tabla 17, recoge los valores de los parametros farmacocinéticos calculados a
partir de las curvas de concentracion fente al tiempo para cada dosis de amoxicilina y

ciprofoxacino empleadas.

2.7.3.1. Amoxicilina

Como se puede observar en la tabla 17, las concentraciones maximas se alcanzaron
generalmente a las 0.5 h. Las Cmax fueron mayores en suero que en pulmoén, excepto en los
pulmones de ratones infectados (PI) para 50 mg/kg. Las Cmax fueron mayores o iguales en
los sueros y pulmones de los ratones controles (sin infectar) que en los de los infectados,

excepto para la dosis de 50 mg/kg de amoxicilina.

El tiempo de vida media (T,») fue mayor en los sueros que en los pulmones, excepto
para los infectados a la dosis de 25 mg/kg. Ti» fue mayor o igual en los sueros y pulmones
de los ratones sin infectar (controles) que en los de los infectados.
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El ABC fue dosis dependiente en el caso de amoxicilina, obteniéndose unos valores
significativamente mayores en los pulmones de ratones infectados (PI) que en los pulmones

de controles con las dosis de 25 y 50 mg/kg.

2.7.3.2. Ciprofloxacino

Como se puede observar en la tabla 17, las concentraciones maximas se alcanzaron
generalmente a las 0.5 h. Las Cmax fueron mayores en los sueros y pulmones de los ratones

controles {sin infectar) que en los de los infectados.

El tiempo de vida media (T} fue menor o igual en los sueros que en los pulmones.
T1» fue mayor o igual en los sueros de los ratones sin infectar (controles) que en los de los
infectados, pero fue menor en los pulmones de los controles que en los de los infectados.

El ABC para ciprofloxacino es elevado tanto en suero como en pulmon.
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Tablas y figuras

ANTIMICROBIANO MICROORGANISMO CMI (mg/l) | CMB (mg/)
S. pnemoniae serotipo 3 0.03 0.03
Amoxicilina S. pnemoniae serotipo 6 0.25 0.25
S. pnemoniae serotipo 9 2 2
S. pnemoniae serotipo 3 16 32
Ac. clavulanico S. pnemoniae serotipo 6 64 >128
S. pnemoniae serotipo 9 >128 >128
S. pnemoniae serotipo 3 0.03 0.03
Amox/Clav (4:1) S. pnemoniae serotipo 6 0.25 0.25
S. pnemoniae serotipo 9 2 2
S. pnemoniae serotipo 3 1 2
Ciprofloxacino S. pnemoniae serotipo 6 1 2
S. pnemoniae serotipo 9 0.5 1

Tabla 1. CMI y CMB de amoxicilina, acido clavulanico, amoxicilina/clavulanico (4:1) y
ciprofloxacino frente a cepas de S. preumoniae del serotipo 3, 6 y 9.
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Figura 1.a. Figura1.b.
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Figura 1. Curvas de letalidad de S. pneumoniae serotipe 3 en presencia de 1, 4 y 10 CMI de
amoxicilina/clavulanico (4:1) (Fig. 1.a) y ciprofloxacino (Fig. 1.b).

semgiy A seqe],
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AMOXICILINA/CLAVULANICO

TIEMPO (h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI
2 034 +0.04* | -028+0.01>° -1+0.03 -1.45+0.14
4 082+01° |-1.41+004>%°| -225%0.06 -2.43 +£0.04°
6 078 +0.06° |-236+006"%¢| -28+0.07 -331+004
8 -053+015" | -3.08+001%°| -35+014 -3.87 +0.04°

CIPROFLOXACINO

TIEMPO (h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI
2 0414005 | -028+0.14>°| -0.94+0.08 -1.17+0.11
4 0.19+0.09° - 1.13i0.07h'° -1.77+0.14 -2.08+0.06
6 -0.11+003 | -1.59+004>° | -241+0.11 -259+0.14
8 -041+02° | -206+0.01>°{ -238+0.04° -3.16+0.06

Tabla 2. Cambios en la viabilidad + DE de S. preumoniae serotipo 3 a diferentes tiempos
frente a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) y

ciprofloxacino.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre bacterias control y

tratadas.

® Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1y 4 CMI.

“ Existencia de diferencias estadisticamente significativas {p < 0.05) entre 1 y 10 CMI.

4 Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 4 y 10 CML

° Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre la exposicién a
amoxicilina/clavulanico o ciprofloxacino.
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Figura 2. Curvas de letalidad de S. pneumoniae serotipo 6 en presencia de 1, 4 y 10 CMI de

Figura 2.b.
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amorxicilina/clavulanico (4:1) (Fig. 2.a) y ciprofloxacino (Fig. 2.b).

sem3ij £ se[qe],
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AMOXICILINA/CLAVULANICO

TIEMPO (h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI
2 0.02 +0.01* -0.22+001 0.6 +0.07° -0.65+0.14°
4 1.75 + 0.05 -0.99+0.15 136 4+0.15° | -143+0.13°
6 276+017° | -1.07+013%° | -215+01° -2.15+0.06°
8 252+011" |-098+0.13%>°| -285+0.12° | -287+0.08

CIPROFLOXACINO

TIEMPO (h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI
2 0.44 + 0.05 - 0.4 +0.04>° -1.12+0.11 -1.24 +0.09
4 1.98+003* | -091+001%¢ | -241+0.15 -2.58+0.19
6 2.43 +0.08" -1.48 +02%° -3.42+0.06 -3.574+0.11
8 2.45 +0.04° -207+0.14>¢ | -416+0.19 -425+02]

Tabla 3. Cambios en la viabilidad £ DE de S. preumoniae serotipo 6 a diferentes tiempos
frente a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) y

ciprofloxacino.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre bacterias control y

tratadas.

> Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1 y 4 CML

¢ Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1 y 10 CMI,

¢ Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 4 y 10 CML

° Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p £ 0.05) entre la exposicidn a
amoxicilina/clavulanico o ciprofloxacino.
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Figura3.a. Figura3.b.
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Figura 3. Curvas de letalidad de S. pneumoniae serotipo 9 en presencia de 1, 4 y 10 CMI de
amoxicilina/clavulanico (4:1) (Fig. 3.a) y ciprofloxacino (Fig. 3.b).
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AMOXICILINA/CLAVULANICO

TIEMPO (h) CONTROL I CMI 4 CMI 10 CMI
2 0314004 | -088+003%°| -138+0.1 -1.48 +0.06
4 1.5 + 0.02° -194+008° | -226+001 -23+014
6 216 +0.1° -2.59 +0.07° -2.82+0.11 -3+0.14
8 1.94+009° | -296+006%° | -3.13%0.1 -3.26 +0.06°

CIPROFLOXACINO

TIEMPO (h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI
2 0.71 +0.1° -0.51+006%° | -132+0.11 -1.45+0.07
4 1.88+0.1° -1.14+008% | -233+01 -2.55+0.07
6 2.4+ 0.06° 176+ 006" | -2.91+0.13 -3.16+0.06
8 229+007° | -231+0.13% | -354+0.1¢ -4.06 +0.06

Tabla 4. Cambios en la viabilidad + DE de §. preumoniae serotipo 9 a diferentes tiempos
frente a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (4:1) y

ciprofloxacino.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre bacterias control y

tratadas.

® Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre 1 y 4 CML

° Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1 y 10 CML

4 Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 4 y 10 CML

° Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre la exposicion a
amoxicilina/clavulanico o ciprofloxacino.
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Figura 4. Cambios en la viabilidad de las tres cepas de S. pneumoniae en la hora 82 de exposicion
a1, 4y 10 CMI de amoxicilina/clavulanico (A/C) y ciprofloxacino (CIP).
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Tablas y figuras

AMOXICILINA/CLAVULANICO CIPROFLOXACINO
1 CMI 4 CMI 10 CMI 1 CMI 4 CMI 10 CM1
Serotipo 3 7.72 6.53 5.27 - - 7.47
Serotipo 6 - - - - 5.19 4.86
Serotipo 9 - 7.38 6.19 - 6.36 5.55

Tabla 5. Tiempo que tardan en descender 3 logiy UFC/ml. Efecto bactericida.
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Figura 5.a
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Figura 5. Efecto postantibiético de amoxicilina/clavuldnico (Fig. 5.a) y ciprofloxacino
(Fig. 5.b), a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI, frente a S. pneumoniae serotipo 3.
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Figura 6.a Figura 6.b
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Figura 6. Efecto postantibidtico de amoxicilina/clavulanico (Fig. 6.a) y ciprofloxacino
(Fig. 6.b), a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI, frente a S. pneumoniae serotipo 6.
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Figura 7. Efecto postantibidtico de amoxicilina/clavulanico (Fig. 7.a) y ciprofloxacino
(Fig. 7.b), a las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI, frente a S. pneumoniae serotipo 9.
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Tablas y figuras

AMOXICILINA/CLAVULANICO

1 CMI 4 CMI 10 CMI
Serotipo 3 0.96 0.5 1.45 1 0.65 1.69 +0.57
Serotipo 6 0.38+0.15™" 126+0.17 1.23 +0.10¢
Serotipo 9 1.52 £ 0.19™¢ 1.79 +0.04° 22+023

CIPROFLOXACINO

1 CMI 4 CMI 10 CMI
Serotipo 3 1.42 +0.54° 2.46 +0.46 2.91 £0.59
Serotipo 6 0.28 +0.1*" 1.37 £0.21 1.98 +0.33
Serotipo 9 0.71 £0.15"" 1.36+0.17 1.72+£0.19

Tabla 6. Efecto postantibidtico in vifro (en horas = DE) de amoxicilina/clavulanico (4:1) y
ciprofloxacino frente a S. preumoniae serotipo 3, 6y 9.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1 y 4 CML.

® Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 1 y 10 CML

° Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre 4 y 10 CML

¢ Existencia de diferencias estadisticamente stgnificativas (p < 0.05) entre la exposicion a
amoxicilina/clavulanico o ciprofloxacino.
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Figura 8. Supervivencia (en %) de animales inoculados con diferentes
tamaifos de indculo (UFC/r) de S. pneumoniae serotipo 3.
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Figura 9. Supervivencia (en %) de animales inoculados con diferentes
tamafios de in6culo (UFC/r) de S. pneumoniae serotipo 6.
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Figura 10. Supervivencia (en %) de animales inoculados con diferentes
tamafios de inéculo (UFC/r) de S. pneumoniae serotipo 9.
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SUPERVIVENCIA (%)
INQCULQ (UFC/r) | S. pneumoniae ser. 3 |S. pneumoniae ser. 6 | S. pneumoniae ser. 9
10° 60 _ _
10* 12.5 _ _
10° 0 90 60
10° 0 66.67 0
107 B 0 0

Tabla 7. Porcentaje de supervivencia en el dia 15 p.i. para las diferentes cepas de S.

preumoniae utilizadas.

S. pneumoniae ser 3

8. pneumoniae ser 6

S. preumoniae ser 9

MDL

10° UFC/r

107 UFC/r

10° UFC/r

Tabla 8. Minima dosis letal (MDL) de cada cepa de S. pneumoniae utilizada.
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Figura 11. Lesiones
histopatologicas en
pulmoén de ratones
del grupo control.

Figura 12. Lesiones
histopatologicas en
pulmén de ratones
infectados por S.
pheumoniae del
serotipo 3.

Figura 13. Lesiones
histopatologicas en
pulmén de ratones
infectados por S.
pneumoniae de los
serotipos 6y 9.
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Figura 14. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulanico en la
supervivencia de animales infectados con S. pneumoniae serotipo 3.
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Figura 15. Efecto del inicio del tratamiento (horas p.i.) con (5/1.25)
mg/kg de amoxicilina/clavulanico en animales infectados con S.
pneumoniae serotipo 3.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino, iniciado a
las 5, 19 y 31 horas p.i. en animales infectados con S. pneumoniae serotipo 3.
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Figura 17. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulanico (A/C) y ciprofloxacinoe (CIP) en la
supervivencia final de animales infectados con S. pneumoniae serotipo 3.
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Figura 18. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulanico en la supervivencia
de animales infectados con S. ppeumoniae serotipo 6.
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Figura 19. Efecto del inicio del tratamiento (horas p. i.) con (25/6.25)

mg/kg de amoxicilina/clavulanico en animales infectados con
S. pneumoniae serotipo 6.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino, iniciado a
las 5, 19 y 31 horas p. i. en animales infectados con S. pneumoniae serotipo 6.
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Figura 21. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulanico (A/C) y ciprofloxacino (CIP) en la
supervivencia final de animales infectados con S. pneumoniae serotipo 6.
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Figura 22. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulanico en la
supervivencia de animales infectados con S. pneumoniae serotipo 9.
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Figura 23. Efecto del inicio de tratamiento (horas p. i.) con (50/12.5)

mg/

kg de amoxicilina/clavulanico en animales infectados con S.

pneumoniae serotipo 9.
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Figura 24. Efecto del tratamiento con 50 mg/kg de ciprofloxacino,
iniciado a las 5, 19 y 31 horas p. i. en animales infectados con S.
pneumoniae serotipo 9.
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Figura 25. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavuldnico (A/C) y ciprofloxacino (CIP) en la
supervivencia final de animales infectados con S. pneumoniae serotipo 9.
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INICIO TRATAMIENTO 5 h p.i. 19 h p.i. 31 h p.i.
AMOXICILINA/CLAVULANICO
Dosis 5 mg/kg S mg/kg 5 mg/kg
S. pneumoniae
serotipo 3
% Superviv. 100 100 75
Dosis 25 mg/kg 25 mg/kg 25 mg/kg
§. pneumoniac
serotipo 6
% Superviv. 100 90.91 54.54
Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
S. pneumoniae
serotipo 9
% Superviv, 100 90.09 54.54
CIPROFLOXACINO
Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
S. pneumoniae
serotipo 3
% Superviv. 0 0 0
Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
S. preumoniae
serotipo 6
% Superviv. 81.81 54.54 18.18
Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
S. pneumoniae
serotipo 9
% Superviv, 2727 0 0

Tabla 9.a. Porcentaje de supervivencia final para las diferentes cepas de S. pneumoniae,
tras ser tratados con amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino en las dosis arriba indicadas.
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Figura 26. Porcentajes de supervivencia final para las diferentes cepas de S. pneumoniae, tras ser
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tratadas con amoxicilina/clavuldnico (A/C) y ciprofloxacino (CIP) a las dosis reflejadas en la
tabla 9.a y empezando el tratamiento a los tiempos arriba indicados.
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Figura 27.a Figura 27.b
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Figura 27. Curvas de letalidad in vivo de S. pneumoniae serotipo 3 tras la administracion de (5:1.25)
mg/kg de amoxicilina/clavulanico (Fig. 27.a) y de 50 mg/kg de ciprofloxacino (Fig. 27.b).
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AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(5:1.25) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

27h 1.38+0.1° -1.9+081" 1.33+£0.28 0.68+0.74
(8 h 17 Dosis)

43 h 1.48 £0.79° -5+1.24 3.314+0.27 191+2
(12 h 2* Dosis)

67 h 1.54 +£0.04" -5.72+0° 3.44+0.17 2.57+0.42
(12 h 4° Dosis)

91 h -s72£0 291 +0.57
(12 h 6° Dosis)

163 h -572x0
(84 h 6° Dosis)

Tabla 11. Cambios en la viabilidad = DE de S. pneumoniae serotipo 3 a diferentes tiempos
tras el tratamiento de los animales con amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre controles y
tratados.

b . . . . ;e . . . .
Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.
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Figura 28. Curvas de letalidad in vivo de S. pneumoniae serotipo 6 tras la administracion de (25:6.25)
mg/kg de amoxicilina/clavulanico (Fig. 28.a) y de 50 mg/kg de ciprofloxacino (Fig. 28.b).
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AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(25:6.25) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

27 h -0.04 +0.04° -0.75+0.02° 0.04 £0.11 -0.16 £0.17
(8 h 1° Dosis)

43 h 0.2+0.01° -1.63 +0.83 -027+0.14 -031%£0.53
(12 h 2° Dosis)

67 h 0.83 +0.25° -3.6+032" -0.11 +£0.64 -0.2+0.37
(12 h 4° Dosis)

91 h 1.i1to0.07° - 5.04 +£1.99° 0.09£0.01° -251+09
{12 h 6" Dosis)

163 h -6.19+0
(84 h 6° Dosis)

Tabla 12. Cambios en la viabilidad + DE de S. preumoniae serotipo 6 a diferentes tiempos
tras el tratamiento de los animales con amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.
" Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre controles y

tratados.

* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.
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mg/kg de amoxicilina/clavulanico (Fig. 29.a) y de 50 mg/kg de ciprofloxacino (Fig. 29.b).
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AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(50:12.5) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

27h 0.99 £0.65 -0.09+ 052 035+0.21 -0.01 £0.53
(8 h 1* Dosis)

43 h 1.21+£0.11 -0.87+0.99 0.64 £0.08 0.21+0.06
(12 h 2" Dosis)

67 h -1.4+039 0.76 £ 1.03 -045+13
(12 h 4° Dosis)

91 h -5.08+1.72° -1.22+0.01
(12 h 6" Dosis)

163 h -6.07+0
(84 h 6" Dosis)

Tabla 13. Cambios en la viabilidad + DE de §. preumoniae serotipo 9 a diferentes tiempos
tras el tratamiento de los animales con amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.
* Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre controles y

tratados.

® Existencia de diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.
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Figura 30. Cambios en la viabilidad de las tres cepas de S. pneumoniae a las 91 h p.i.,, 12 h
tras la Ultima administracién de las DE,; de amoxicilina/clavulanico (A/C) y de 50 mg/kg de

ciprofloxacino (CIP).
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Tablas y figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(5:1.25) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

19h 3/3 3/3 3/3 3/3
(To Tratam.)

27h 373 2/3 373 3/3
(8 h 1° Dosis)

43 h 3/3 0/3 3/3 373
(12 h 2% Dosis)

67 h 3/3 0/3 3/3 3/3
(12 h 4° Dosis)

91 h 0/3 3/3
(12 h 6" Dosis)

163 h 0/3
(84 h 6" Dosis)

Tabla 14. Numero de animales con presencia de S. prneumoniae serotipo 3 en sangre
(cultivo positivo) respecto del total de animales, a diferentes tiempos tras el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.
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AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(25:6.25) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

19 h 213 2/3 2/3 213
(To Tratam.)

27h 2/3 1/3 373 373
(8 h 17 Dosis)

43 h 3/3 1/3 3/3 373
(12 h 27 Dosis)

67 h 3/3 0/3 373 3/3
(12 h 4* Dosis) |

91 h 33 0/3 2/3
(12 h 6" Dosis)

163 h 0/3
(84 h 6° Dosis)

Tabla 15. Numero de animales con presencia de S. pneumoniae serotipo 6 en sangre
(cultivo positivo) respecto del total de animales, a diferentes tiempos tras el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.
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AMOXICILINA/CLAVULAN. CIPROFLOXACINO
(50:12.5) mg/kg 50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

19h 3/3 3/3 373 373
(To Tratam.)

27 h 3/3 3/3 3/3 3/3
{8 h 1° Dosis)

43 h 373 373 3/3 3/3
(12 h 2° Dosis)

67 h 2/3 3/3 3/3
(12 h 4* Dosis)

91 h 0/3 2/3
{12 h 6" Dosis)

163 h 0/3
(84 h 6 Dosis)

Tabla 16. Nimero de animales con presencia de §. prneumoniae serotipo 9 en sangre
(cultivo positivo) respecto del total de animales, a diferentes tiempos tras el tratamiento con
amoxicilina/clavulanico (4:1) y ciprofloxacino.
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Figura 31. Hemocultivos positivos (en %) a las 91 h p.i. en animales infectados con S. pneumoniae
de los serotipos 3, 6 y 9, y tratados con la DE,, de amoxicilina/clavulanico (A/C) y con 50 mg/kg
de ciprofloxacino (CIP).
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Figura 32. Rectas patrén del didmetro del halo de inhibicién frente al logaritmo de la
carga de amoxicilina (Fig. 32.a) y ciprofloxacino (Fig. 32.b) frente a M.luteus ATCC 9341
y E. coli ATCC 25922 respectivamente.
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Figura 33.a
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Figura 34. Concentracién de amoxicilina en suero (S) y pulmén (P) de ratén sin infectar (C) e
infectado (I), tras la administracion de una dosis de 25 mg/kg.
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Figura 35. Concentracién de amoxicilina en suero (8) y pulmén (P) de ratén sin infectar (C) e
infectado (I) tras la administracién de una dosis de 50 mg/kg.
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Figura 36.a Figura 36.b
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Figura 36. Concentracién de ciprofloxacino en suero (S) y pulmén (P) de ratén sin infectar (C) e
infectado (I) tras la administraciéon de una dosis de 50 mg/kg.
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Antimicrob, Dosis Localiza- C max T max T in T>CMI ABC
(mg/kg) cion (mg/) 6 (h) (h) (h) (mg h/l) 6
(mg/g) | Ser.3 | Ser.6 | Ser.9 | (mgh/g)
| SC | 083 | 0.5 | 116 | 199 | 133 | 0 | 083 |
Amoxicilina 5 | SI | 0.33 | 0.5 | 1 | 1.99 | 0.4 | 0 | 0.31 |
| PC | 0.19 | 0.5 | 0.83 | 0.29 I 0 | 0 | 0.1 }
I PI | - | - | - | 0 I 0 | 0 | 0 ]
| SC | 2.83 I 0.5 | 0.93 | 1.99 | 1.66 | 0.33 | 2.15 |
Amoxicilina 25 | SI | 25 ! 0.5 | 0.66 | 2.99 l 1.33 | 0.33 | 1.42 i
| PC ! 2.06 | 0.5 | 0.8 | 2.99 | 1.36 | 0.01 | 1.26 |
| PI I 206 | 0.5 | 0.8 | 24 193 | o001 | 416 |
| SC | 5.33 | 1 | 1.43 | 4.99 | 1.83 | 1.23 | 5.36 |
Amoxicilina 50 | SI l 7.67 | 0.5 | 1 | 8 [ 2.66 | 1.5 | 6.53 |
| PC | 3.94 | 0.5 | 1.03 | 4,99 l 3.02 | 0.66 | 3.58 |
1 PI | 1076 | 0.5 | 0.86 | 24 | 8.11 | 1.67 | 1406 |
| SC | 9.33 | 0.5 | 1.33 | 4.6 | 4.6 I 5 | 1632 |
Ciprofloxac. 50 | SI | 9.17 | 0.5 | 1.1 | 483 | 483 | 933 | 2234 |
| PC | 233 | 0.5 | 133 | 367 | 367 | 45 | 186 |
| PI | 1.83 | 1 | 1.9 | 4.17 | 4.17 | 473 | 15.3 ;

Tabla 17. Valores de diversos parametros farmacocinéticos obtenidos tras distintas dosificaciones de amoxicilina y ciprofloxacino.
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VI. DISCUSION



Discusién

Con objeto de hacer una valoracidén y discusion de los resultados obtenidos en este
trabajo, se hara un analisis pormenorizado de cada uno de los fendmenos estudiados, de la

metodologia utilizada y de los resultados obtenidos.

1. ELECCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS Y ANTIMICROBIANOS

Un aspecto importante a la hora de la eleccion de un tratamiento antibidtico es
conocer cual es la situacion de las resistencias de los microorganismos mas frecuentemente
implicados como causa de neumonia en la comunidad, fundamentalmente, §. preumoniae,
ya que normalmente el tratamiento se va a instaurar de forma empirica y la mayor parte de
las veces sin un cultivo adecuado que nos pueda informar de la sensibilidad del germen.
Nuestro pais, junto con Hungria, han sido focos de atencion de las resistencias de los
neumococos a la penicilina aunque ya se han empezado a encontrar tasas de resistencias en
otros paises europeos y en EEUU, aungue sin llegar a nuestras cifras de resistencia. En
Espaiia la resistencia del neumococo a la penicilina ha evolucionado desde un 4.3-6% en
1979 hasta un 18-26% en 1992, pasandose en lo referente a cepas con alto nivel de
resistencia de un 0% en 1979 a 8.3-14.9% en 1992 (173), aumentando desde este afio estas
cifras en muchos hospitales. Respecto a la resistencia del neumococo a los macroélidos desde
1979 a 1992 se ha pasado de un 1% a un 12% en datos del Centro Nacional de
Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias de Majadahonda, cifras similares a las de
otros hospitales de la geografia espafiola, aunque hay hospitales como el Gregorio Maraiion
de Madrid que arrojan cifras mas elevadas, de casi el 20%, cercanas a las encontradas en
Francia. Las resistencias a las tetraciclinas se situan actualmente entre un 20 a un 40%,
stendo la resistencia al cotrimoxazol superior al 40%, lo cual desaconseja en la actualidad el
uso de estos dos antibidticos en nuestro pais ante una sospecha de infeccion neumocécica.
En cuanto a las cefalosporina, cefotaxima y cefiriaxona son las que exhiben mejor
sensibilidad frente a los neumococos resistentes, siendo cefuroxima axetil, cefdinir y
cefpodoxima las cefalosporinas orales que pesentan mejor CMI para los neumococos
resistentes a penicilina (174), aunque con CMI mas elevadas que cefotaxima y/o
ceftriaxona, debiendo destacarse que la totalidad de los neumococos aislados en el pais son

sensibles a vancomicina.

No obstante, aunque la trascendencia de la resistencia del neumococo esta fuera de

toda duda en los pacientes con meningitis, no se puede decir lo mismo en las infecciones
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respiratorias, en particular en aquellas con resistencia intermedia a penicilina, que

posiblemente pueden continuar tratandose con un aumento de la dosis de betalactamicos.

Ante esta situacion, se eligieron para la realizacion de este estudio tres aislados
clinicos de S. preumoniae de diferente sensibilidad a penicilina: una cepa sensible, otra de
resistencia intermedia o parcialmemte resistente y otra de alta resistencia. El concepto
microbiologico de resistencia de S. pneuwmoniae a penicilina esta relacionado con el
concepto clinico de fallo terapéutico en meningitis, situdndose alrededor de 0.8 pg/ml la
concentracton maxima en liquido cefalorraquideo tras dosis elevadas de penicilina por via
endovenosa (175). Por ello se definen como cepas de 8. pneumoniae sensibles a penicilina
aquellas con CMI < 0.06 pg/ml, parcialmente resistentes con CMI entre 0.1 y 1 pg/ml y
altamente resistentes con CMI = 2ug/ml.

Los tres paises en los que se ha detectado una mayor incidencia de cepas de
neumococo resistentes a penicilina son Surafrica, Espafia y Hungria. En Surafrica los
aislados pertenecen predominantemente a los serotipos 6, 14, 19 y 23 (176). En Espafia
entre las cepas resistentes, los serotipos 6, 9, 19 y 23 son los mas comunmente aislados en
hemocultivos, los serotipos 6, 9 y 23 en LCR, y los serotipos 6, 9, 14, 19 y 23 en los
pulmones (177). Por altimo, en Hungria los aislados resistentes pertenecen principalmente a
los serotipos 19A, 6B, y 23F (178). Ante esto nosotros escogimos cepas resistentes
pertenecientes a los serotipos 6 y 9. La cepa sensible pertenece al serotipo 3, ya que este es

el serotipo mas comunmente aislado entre las cepas sensibles (179).

En cuanto a la eleccion del antimicrobiano, se escogid un betalactamico combinado
con un inhibidor de betalactamasas, amoxicilina/cavulanico y una quinolona, ciprofloxacino.
Amoxicilina fue elegida para comprobar si todavia puede ser un tratamiento de eleccién
antineumocdcico. El elegirla en combinacion con el acido clavulanico se debe a que, aunque
el mecanismo de resistencia del neumococo a los betalactamicos no es por produccion de
betalactamasas, al ser el tratamiento empirico en la practica se elige amoxicilina/clavulanico
para cubrir la posibilidad de que la infeccion se deba a otros patogenos como H. influenzae,

que si es productor de betalactamasas.

El otro antimicrobiano elegido fue ciprofloxacino. Esta eleccion se debe a las
expectativas que existen en torno a la posibilidad de utilizar las quinolonas en el tratamiento

de infecciones respiratorias.
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2. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL

2.1. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL IN VITRO

Los test in vitro son indicadores aproximados de la situacion real de un proceso
infeccioso, pero los resultados que obtenemos son esenciales para comprender el fendmeno
a estudiar y establecer, posteriormente, modelos animales y estudios en humanos. Por ello,
la seleccion del método mas apropiado nos beneficiara con la obtencion de unos resultados

claros, fiables y faciles de extrapolar a la situacion in vivo.

Los ensayos in vitro realizados en este trabajo son las curvas de letalidad y el efecto
postantibiotico, por lo que a continuacién se hace un estudio pormenorizado de cada uno de
los factores que mas directamente pueden influir en su realizacidn, centrandose

principalmente en el efecto postantibidtico.

2.1.1.Curvas de letalidad

La determinacidon de la actividad bactericida de los antibioticos, definida
convencionalmente como aquella que consigue el 99.9% de letalidad del inoculo inicial
después de 24 horas de incubacion, puede estar influida por factores metodologicos, por las
caracteristicas biologicas del microorganismo, por la fase de crecimiento, por la posible
degradacion de los antimicrobianos a las 24 horas, etc. En el caso de S. preumoniae, a estos

factores hay que afiadir la rapida autolisis de este microorganismo a las 24 horas.

Asi
conocer la dinamica de la actividad bactericida en funcion del tiempo y de la concentracion

el estudio mediante curvas de letalidad constituye una buena técnica para

3

del antimicrobiano. Aun asi, existen algunos factores que pueden influir en los resultados
obtenidos al realizar curvas de letalidad, y que basicamente también son los mismos que

afectan a la realizacion del EPA, por lo que se hablara de ellos en el siguiente punto.

2.2.2, Efecto postantibiotico (EPA)

Existen muchos factores como el tipo de medio utilizado, el pH del mismo, la

concentracion del indculo inicial, la concentracton de antimicrobiano, etc. que pueden influir
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en la duracion del EPA. Se hara un estudio de cada uno de ellos, explicando las condiciones

en las que ha realizado este estudio y por qué se han elegido.

2.2.2.1. Influencia del medio de cultivo

Los medios de cultivo constituyen un factor importante en la existencia y/o duracion
del EPA. Asi todos aquellos componentes que produzcan un cambio en el pH, en la
concentracion de cationes, sales minerales o proteinas afectaran a la actividad bactericida de
los antimicrobianos y por tanto al EPA (180).

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

ser mas corto.

No muchos autores han investigado la influencia del tipo de medio usado (181, 182,
183), o la presencia en esos medios de suero (184, 185), orina (186), o liquido
cefaloraquideo (187), considerando que deberian realizarse estudios mas extensos sobre

este aspecto.

En este trabajo se escogié el caldo Todd-Hewitt por ser un medio que tiene
elementos nutritivos adecuados para permitir el crecimiento de S. preumoniae,
microorganismo delicado en este aspecto. Se prefiri6 el uso de este medio al del tradicional
caldo Miieller-Hinton suplementado con sangre desfibrinada de carnero o caballo al 5%,
porque la presencia de sangre por una parte impedia el poder ajustar los inéculos iniciales
mediante espectofotometria y por otra parte interferia también en el método de

centrifugacion y posterior dilucion elegido para eliminar el antibidtico.

2.2.2.2, Influencia del pH del medio

La actividad bactericida y el EPA de los antibioticos se encuentran estrechamente

relacionadas y muchos de los factores que modifican o alteran la actividad antibacteriana
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modifican también la existencia y la duraciéon del EPA. El pH es una de las variables que
mas influye en la actividad de los antimicrobianos y que va a repercutir también en el EPA
(180). La influencia del pH se debe probablemene a los distintos grados de ionizacion de los
antimicrobianos en el medio ambiente celular, lo cual afectaria a su penetracion y fijacion en

la célula bacteriana.

En este estudio se eligi6é un pH fisiol6gico de 7.2 + 0.2 para todos los ensayos por la
posibilidad de comparar con otros autores. Sin embargo casi todos los estudios de EPA se
realizan a pH fisiologico si considerar que en la mayoria de los procesos infecciosos el pH
es mas acido y que, por ejemplo, ello reducira la actividad bactericida de aminoglucésidos y
fuorquinolonas (186, 188, 189), aumentando los valores de sus CMIs, mientras que los

betalactamicos se ven menos afectados (180).

2.2.2.3. Influencia de la agitacion mecanica

Hay estudios contradictorios acerca de si los cultivos estacionarios o en agitacion
presentan un EPA distinto (190, 191), y la mayoria de los investigadores no informan sobre

la utilizacién o no de agitacion mecanica de los cultivos.

En este estudio los ensayos se hicieron en agitacidon continua, y creemos que

deberian realizarse estudios mas extensos sobre este aspecto del EPA.

Una de las variables mas importantes en el estudio de la actividad de un antibidtico
es la concentracion del in6culo, que para la CMI/CMB se trata de estandarizar en 10°
UFC/ml (158). Sin embargo, este apunte de estandarizacidn es inexistente en el EPA| y asi,

el rango del inoculo varia segin los autores (160, 192, 193).

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

(tipo y cepa, fase de crecimiento y tiempo de generacion de la misma).
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Por efecto indculo se entiende la existencia de una cooperacion bacteriana que con
frecuencia limita la accion del antibidtico. De esta manera, la actividad letal de un
antimicrobiano es inversamente proporcional a Ja densidad de la poblacion bacteriana. Se ha
descrito con penicilinas, cefalosporinas de 1%, 2* y 3* generacion, imipenem y monobactam
para bacilos gram negativos y para 8. aureus (194, 195, 196), y es posible que tenga

trascendencia in vivo, incluso con mayor frecuencia de lo que hasta ahora se conoce.

En este estudio se partio de indculos de 10%107 UFC/ml tanto para la realizacion de

las curvas de letalidad como para el EPA.

2.2.2.5, Influencia de la fase de crecimiento de los microorganismos

Las propiedades que caracterizan al indculo con que tniciamos el ensayo van a
condicionar el desarrollo del mismo y, aunque es un factor critico (197), no se ha evaluado

suficientemente su papel.

Existe controversia en la duracion del EPA segun se realice en una u otra fase de
crecimiento bacteriano, y asi, mientras Craig y Gudmundsson (160) con penicilina G y §.
aureus o Gerber (198) con gentamicina y P. aeruginosa no han encontrado diferencias
significativas entre el EPA detectado con las bacterias en fase logaritmica y el calculado con
las bacterias en fase estacionaria. Otros autores (192, 199, 200), al contrario, si han podido
detectar esas diferencias y encuentran EPA mas prolongado en fase exponencial que en fase
estacionaria. Tuomanen (201), observd un inmediato recrecimiento de S. preumoniae tras
la eliminacion de penicilina G, cuando la exposicidn al antibidtico se realizaba en fase

estacionaria de crecimiento.

En este estudio se inici¢ el protocolo experimental a partir de un cultivo en fase
estacionaria que se diluia en medio fresco para comenzar el ensayo, tanto para la realizacion
de las curvas de letalidad como para el EPA. Utilizamos microorganismos en esta fase de

creciniento, ya que esta situacion refleja mas fielmente lo que ocurre “in vivo” (202).
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2.2.2.6. Influencia de la concentracion de antimicrobiano

Eagle (203) fue el primer investigador que examiné el efecto de la concentracion del
antimicrobiano sobre el EPA. Sus estudios con penicilina G sobre cocos gram positivos
demostraron que la duracion del EPA aumentaba con incrementos de las concentraciones
hasta un tiempo maximo de EPA a la concentracion de penicilina mas rapidamente
bactericida para el microorgnismo, ¢ incrementos en la concentracién de incluso 10.000

veces sobre ese nivel no prolongaban significativamente la duracion del EPA.

Asimismo, la mayoria de los autores (162, 182, 192, 204, 205) sélo encuentran EPA
cuando ensayan a concentraciones mayores o iguales a la CMI, y observan que incrementos
en fa concentracion prolongan el EPA a un punto de méaxima respuesta por encima del cual
no se observa un aumento significativo del EPA, que para la mayoria de las combinaciones

de antibidtico/microorganismo que realmente tienen EPA, se halla a 6-10 CMI {192, 182).

Existen numerosos estudios sobre el EPA en los que se utilizan valores muy
variados de concentracién de antimicrobiano, lo que hace dificil la comparacion ya que esta
es una de las variables que mas influencia tiene en los resultados. Para este proposito, la

concentracidn de antimicrobiano deberia estar también estandarizada.

En general, deberian escogerse aquellas concentraciones que se alcanzan realmente
en suero, tejidos o liquidos organicos después de una dosis habitual de antibiotico, y asi
aproximar mas facilmente los resultados in vitro a la siuacion in vivo. En este estudio se
eligieron las concentraciones de 1, 4 y 10 CMI, tanto para la realizacién de las curvas de
letalidad como para el EPA, con la idea de ver lo que ocurria a nivel de la CMI, a
concentraciones de 4 CMI ya que alrededor de 4-5 CMI es la concentracion que se alcanza
en suero tras la administracién de una dosis, y a 10 CMI para ver si se obtenia un efecto

maximo.

En general, la mayoria de los estudios se hacen con tiempos de exposicidon que
osctlan entre 0.5 y 2 horas, pero todos los autores coinciden en que una prolongacion del
tiempo de exposicion del microorganismo al antimicrobiano produce un aumento en la
duracion del EPA (162, 192, 199, 203, 204, 206, 207). Y al igual que ocurre con la
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concentracion, el EPA aumenta con el tiempo de exposicion al antibiotico hasta un punto de

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

Sin embargo, un EPA mé&ximo es dificil de determinar con algunos antimicrobianos
que por su rapida accion bactericida (mas a concentraciones elevadas o con exposiciones
largas) nos originarian una disminucion significativa del indculo con la consiguiente

sobreestimacion del EPA.

El tiempo de exposicion también deberia quedar estandarizado por ser otro de los
factores con més influencia, lo que permitiria poder comparar resultados entre diversos
estudios. Con este fin, MacKenzie y Gould (202) proponen estandarizar el tiempo de
exposicidn en 2 horas, por lo que ese ha sido el tiempo empleado para la realizacion de este
estudio.

2.2.2.8. Influencia del método de eliminacién del antimicrobiano

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

periodo de exposicion, puede tener una gran incidencia sobre los resultados.

La técnica mas empleada es la de centrifugacion y lavados repetidos. Este método
es aplicable a todos los antimicrobianos, y se realiza sometiendo a los caldos de cultivo a
centrifugacion a 1200 g durante 5-10 minutos, retirando el sobrenadante y resuspendiendo
el pellet de las bacterias en medio fresco libre de farmaco (208, 209, 210, 211, 212). Todos
los investigadores han usado al menos dos lavados para asegurar la eliminacién total de los
antimicrobianos. Con eliminacion del 90% del sobrenadante, dos lavados reducen la
concentracion de antibiotico unas 100 veces (162, 192, 213). Con decantacion completa del

sobrenadante, dos lavados pueden reducir las concentraciones cerca de 10.000 veces (214).

El lavado “per se” puede causar una reduccion temporal de la tasa de crecimiento
bacteriano (215), y ello se ha atribuido a diferentes factores como son la disminucién de la
temperatura durante la centrifugacion, los efectos mecanicos y osmoéticos de la
centrifugacion sobre las bacterias y la disminucion en el acceso de las bacterias a los
nutrientes del medio pudiéndose romper la adherencia con lo que el antimicrobiano se

eliminaria mas facilmente de la bacteria disminuyendo su efecto. Por ello, cuando se utiliza
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este método, es imprescindible utilizar un cultivo de bacterias control no tratadas, las cuales

son sometidas al mismo proceso de centrifugacion y lavado que las bacterias tratadas.

La técnica de dilucidén, es un método simple para la eliminacion rapida del
antimicrobiano que consiste en afiadir un pequefioc volumen del cultivo expuesto al
antibiotico a un gran volumen del medio fresco libre del mismo (192, 199, 216). El grado de
dilucion debe ser lo suficientemente alto para que la concentracion del antibiotico en el
cultivo diluido no logre afectar al crecimiento normal de los microorganismos control. Se
necesitan indculos iniciales altos, al menos de 10°-10° UFC/ml ya que los microorganismos

se diluyen en la misma medida que el antimicrobiano.

Este método puede aplicarse a todos los antimicrobianos, pero debe tenerse especial
cuidado cuando se utilice con antibioticos con accion bactericida rapida, ya que la dilucion
puede reducir el nimero de microorganismos por debajo del rango detectable de forma mas
facil que el lavado repetido (160).

Por definicion, cuando se determina el EPA no deberia quedar ningin residuo del
antibidtico tras su eliminacion. Sin embargo, con algunas técnicas como por ejemplo la de
dilucion, cantidaddes subinhibitorias, pero medibles con técnicas de marcaje, pueden
persistir (202). Esto no es mas que un reflejo de lo que sucede in vivo ya que seria
extraordinario si, durante el curso de un tratamiento, las concentraciones del antibiotico

cayeran por debajo de niveles detectables en el tiempo entre dosis.

Un método mas rapido y simple para eliminar el antimicrobiano es la inactivacion
quimica del mismo (203, 217, 218). La adicidén de betalactamasa a los cultivos expuestos
inactiva rapidamente a antibidticos betalactamicos, sin embargo, otras clases de

antimicrobianos no pueden ser tan facilmente inactivados.

En ausencia de sustancias inactivadoras adecuadas, la técnica del filtro de
membrana seria también una buena opcidén {204, 219). La ventaja potencial de este método
que puede aplicarse a todos los antimicrobianos es que los microorganismos se ven menos
afectados por la presion osmotica y otros efectos mecanicos de los medios liquidos. Sin
embargo, es técnicamente mas complicado que la dilucién o la inactivaciéon quimica y

consume mas tiempo que el modelo en medio liquido.

Por todo lo expuesto y con la experiencia recogida en otros trabajos (161), en este

estudio se escogio la combinacion de las técnicas de centrifugacion y lavados y de dilucion
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en medio fresco como método para la eliminacion del antimicrobiano por ser sencilla y de
facil realizacion y aplicable a las combinaciones de antirmcrobiano/microorganismo

utilizadas.

2.2.2.9. Influencia del método de cuantificacion del EPA

La técnica mas utilizada es la de recuento de células viables (192), por lo que en
un principio se estimé el periddo de EPA como un periédo estacionario de crecimiento que
se traducia en un intervalo llano de la curva frente al tiempo (203, 215). Sin embargo, han
aparecido otros métodos de seguimiento de la curva de crecimiento como la medicion de
cambios en la conductancia eléctrica (193, 220), cambios en la concentraciéon
intracelular de ATP (221, 222), espectrofotometria (223, 224), recuento electrénico de
particulas (225) o cambios en la morfologia (226). Agunos métodos han dado EPA mas

largos que el recuento en placa, pero en general tienen buena correlacion.

En un intento de estandarizar un método para comparar resultados entre varias
metodologias, se utiliza la formula EPA = T - C, descrita en el apartado de materiales y
métodos, para cuantificar el EPA. La razon para elegir un incremento de 1 Log, en las
UFC/ml es que mas alld de este nivel, la tasa de crecimiento de los microorganismos
previamente expuestos es idéntica a la de los controles no tratados (162). Asi que lo que

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

La técnica de recuento de células viables, fue la que nosotros seguimos tanto para el
EPA como para las curvas de letalidad, a pesar de tener dos inconvenientes que pueden
inducir a error: las diluciones seriadas y el hecho de asumir que una colonia representa a una

sola bacteria,

Las bacterias gramnegativas tienden a filamentarse después de exponerse a los
antibioticos betalactamicos con lo que se tomaria un filamento (de 2 a 20 células) como una
UFC. Cuando las bacterias tratadas se pasan a un medio sin antibiotico en la hora cero del
experimento, los filamentos se dividen en células independientes y estariamos ante un error
porque iniciamos el recuento a partir de un nimero inferior al que existe y, con el tiempo, se
crearia un crecimiento virtual rapido en los cultivos pretratados en relacion con el control,

justamente por la division del filamento, lo que daria un falso EPA negativo. Esto podria
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justificar que solo se obtenga EPA en bacilos gram negativos cuando trabajamos a

concentraciones muy altas de betalactamicos (160, 202).

Por otra parte, con bacterias grampositivas en el recuento en placa puede estimarse
un menor efecto letal, debido a que los cocos tratados pueden adherise unos a otros con
mayor facilidad que los no tratados (212) y de esta manera, en la curva de letalidad la
cuantificacion del nimero de UFC disminuiria tanto por Ja accién bactericida del
antimicrobiano como por el aumento en su agregaciéon y partiriamos igualmente de un
numero inferior de UFC en el tiempo cero del EPA. Del mismo modo, puede ser que las
bacterias sean viables pero incapaces de formar colonias en medio so6lido, con lo que

también estariamos midiendo menos bacterias viables que en la realidad hay (180).

Este tipo de errores pueden corregirse, en parte, cuando se realizan multiles réplicas
del ensayo para no subestimar o sobrevalorar el tiempo EPA.

A pesar de estos inconvenientes, el recuento de UFC es valioso por su economia y
su uso extendido, lo que permite comparar resultados (160). Ademas, como ya se ha
mencionado anteriormente, no en todos los casos hay diferencias significativas con los
resultados obtenidos con otras técnicas. Realmente lo que interesa es conocer si existe un
cambio en la cinética de crecimiento de las bacterias tratadas respecto del control y si ese

cambio esta dentro de un rango significativo para modificar la dosificacion (227).

2.2. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL IN VIV(Q

Con el comienzo de la antibioterapia, aparecen dos hechos significativos para el
establecimiento del valor predictivo en cuanto a seguridad y eficacia de los datos obtenidos
en los modelos experimentales en ammales. El primero fue el que el prontosil, inyectado a
ratones a concentraciones entre 0.01 y 1%, no sblo era bien tolerado sino que ademas
protegia a los animales de la muerte debida a infeccion neumococica (228). El segundo fue
el descubrimiento de la penicilina. A sugerencia de Chain y colaboradores (73) fue estudiada
la eficacia de la penicilina en el tratamiento de ratones infectados por bacterias
grampositivas, encontrandose su elevado potencial como agente terapeutico, poniéndose de
manifiesto un papel mas importante que el asignado por Fleming como simple antiséptico
local o herramienta de diagnostico (229). Posteriormente esos resultados obtenidos en

ratones se corroboraron en ensayos clinicos en humanos.
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Actualmente, la realizacion de pruebas in vive con antibioticos se reconoce como un
nexo de unidon indispensabe entre las pruebas de sensibilidad in vitro y los ensayos clinicos
en voluntarios humanos, y el desarrollo de nuevos antibidticos es inconcebible sin pruebas
determinantes de su seguridad y eficacia en animales de laboratorio. Pero no hay que olvidar
que tncluso el mejor modelo animal presenta problemas y limitaciones que pueden afectar

seriamente a la calidad de los resultados con ellos obtenidos.

2.2.1. Consideraciones éticas

El uso de animales en la busqueda de posibles tratamientos forma parte de la
investigacion biomédica dirigida a lograr una mejora en la salud y estado del bienestar de las
personas, pero existe una actitud creciente, no solo entre la opinién publica sino también en
algunos sectores de la investigacion biomédica, de rechazo al uso de animales en la

investigacion.

En 1986 la Union Europea celebré la European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes (230), en la que
los estados miembro acordaron que ‘el hombre tiene una obligacion moral para respetar a
los animales y debe de considerar su capacidad de sufrimiento y memoria”, por lo que se
resolvio limitar el uso de animales con fines experimentales y cientificos solo a aquellos
casos necesarios, y que aquellos experimentos que causaran dolor, sufrimiento, malestar o
dafios irreparables se realizarian solo con razones justificadas y en la menor cantidad
posible.

Nosotros consideramos, que el uso de animales de experimentacién en este estudio
estaba suficientemente justificado, y en todo momento se tratd de utilizar el menor nimero

de animales posibles y de causarles el minimo dafio necesario.

2919 . <r .

Los estudios con animales para determinar la toxicidad de los antibioticos se debe
llevar a cabo con objeto de asegurar su inocuidad. Actualmente, este tipo de estudios estan

regulados por normativas oficiales, siendo su Unico problema el que existen ciertas
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diferencias anatdmicas y {isioldgicas entre algunas especies de animales v el hombre, lo cual
puede restar valor al caracter predictivo de los datos obtenidos con estas pruebas.

A pesar de estas lmitaciones, los test de toxicidad en animales pueden dar
indicaciones claras de los posibles efectos a corto y largo plazo, y de las maximas dosis

tolerables, constituyendo estos datos un prereqisito indispensable para los ensayos clinicos.

Los antibidticos utilizados en este estudio estan ya comercializados, con lo que ya

han pasado estas pruebas de toxicidad.

2.2.3. Modelos animales para la evaluacidn de eficacia

Al contrario de lo que ocurre con los test de toxicidad, no existen directrices para la
realizacion y evaluacion de este tipo de modelos animales. Quiza esta ausencia de normas se
deba a las limitaciones que presentan los modelos actuales, a la dificultad para interpretar
los resultados obtenidos y al alto grado de variacion existente entre los datos obtenidos en

este tipo de experimentos entre diferentes laboratorios.

Los modelos animales empleados para demostrar la eficacia de los antimicrobianos

se pueden clasificar, de acuerdo con la naturaleza de la infeccion, en:

- Modelos basicos de “screening”.

El gjemplo mas extendido de este tipo de modelos es el de sepsis en raton, ya que
satisface los siguientes requisitos establecidos por O’Grady (231): la infeccién se produce
de manera simple por inyeccion intraperitoneal de un indculo bacteriano, el antimicrobiano
se administra también de manera sencilla, el experimento es de corta duracion y facilmente
reproducible, los resultados son evaluados con facilidad pues suelen ser de todo o nada {p.
ej. que ¢l raton viva o muera), o también se suele calcular la DEs,, que se expresa en mg/kg
de peso e indica la dosis de antimicrobiano que protege de la muerte al 50% de los

animales.

La relevancia de los resultados obtenidos en este modelo esta limitada por una serie
de factores (232, 233, 234, 235, 236): i) se produce una extraordinariamente rapida
diseminacion de las bacterias que no es tipica de las infecciones en humanos; ii) el
antimicrobianos se suele administrar al mismo tiempo que se produce la infeccion, siendo su

efecto mas profilactico que terapeitico; iil) el tamafio del indculo influye en los resultados;
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iv) la farmacocinética y el metabolismo de muchos antimicrobianos no es igual que en el
hombre; v) se necesita una estandarizacion de los animales utilizados, sobre todo si se
utilizan ratones, ya que factores como la estirpe, el sexo o la edad pueden influir en los

resultados.

- Modelos ex vivo.

Se utilizan implantes colocados subcutaneamente o intraperitonealmente, que son
infectados con bacterias y posteriormente el animal recibe un tratamiento antimicrobiano.
Estos implantes permiten tanto la difusion de los antibi6ticos como la entrada de fagocitos y
anticuerpos, ofreciendo la oportunidad de examinar conjuntamente la eficacia de la accion
de los antibidticos y los mecanismos de defensa del hospedador. Este tipo de modelos

puede ser de relevancia clinica para infecciones localizadas como los abcesos (233).

- Modelos monoparamétricos.

En estos se mide un unico parametro como indicador de la eficacia del tratamiento
antimicrobiano, no prestandose atencion a si se produce o no la cura del animal. Los
parametros de estudio pueden ser recuentos bacterianos en determinados tejidos, cambios
de la morfologia de los microorganismos, o medida de las concentraciones de

antimicrobtano gue se alcanzan en suero o tejidos (237).

Debido a las presiones existentes para reducir el uso de modelos animales de
experimentacion, se debe tender mientras sea posible a la utilizacion de modelos
poliparamétricos, de manera que de cada animal se obtengan el mayor nimero posible de

datos.

- Modelos discriminativos.

Son los mas complejos técnicamente y son disefiados para mimetizar la forma de
inicio y desarrollo de la infeccion en humanos. Se miden multiples parametros de eficacia
para finalmente determinar si un determinado antimicrobiano es adecuado o no en el
tratamiento de una particular infeccién en humanos. También se utiliza para comprobar la
validez de una nueva estrategia terapeutica, como por ejemplo nuevas combinaciones de
antimicrobianos, nuevos regimenes de dosificacién, o terapias combinadas con agentes

antiinflamatorios o inmunoestimuladores, etc.

Zak y Sande describen los criterios a seguir para conseguir el modelo discriminativo
ideal (235):

1.- Técnica de infeccién simple.
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2.- Microorganismo patdgeno tanto para el hombre como para el ammal de
experimentacion.

3.- Via de entrada, diseminacion y tejido/s infectados idénticos o similares a la
humana.,

4.- Gravedad curso y duracion de la infeccion predecible, reproducible y facilmente
anahzable.

5.- Sensibilidad a la quimioterapia medible y reproducible.

En la practica es casi imposible reunir todos estos critertos, aunque a juicio de los
mismos autores {235) existen ejemplos claros de modelos que se ajustan a ellos como son
los modelos de endocarditis en conejos o ratas, neumonia en cobayas o perros
inmunodeprimidos, osteomielitis en conejos o ratas, algunos modelos de infeccion del tracto
urinario en ratas y cerdos, meningitis en conejos, infecciones oculares, candidiasis oral en

ratas, e infeccion por Cryptococcus en cobayas o conejos.

Existe controversia sobre que tipo de modelo, segin lo anteriormente expuesto, es
el modelo de neumonia en raton utilizado en este estudio. Para algunos autores (238) se
trata un modelo de ‘Screening”, mientras que para otros (239) se trata de un modelo
discriminativo. Asi, Wilson y Rayner (239) hacen un listado de modelos ammales que
consideran discriminativos, enire los que se encuentra el modelo de Penmngton (20, 21,
240, 241} y el de Azoulay-Dupuis ef al. (22, 23, 24,163, 242), que son modelos en los que
nos hemos basado para conseguir el utilizado en este trabajo. Ademas , si vemos si nuestro
modelo se ajusta a las 5 normas descritas por Zak y Sande, y ya mencionadas anteriormente,
encontramos que se ajusta a todas menos a la 2°. Es decir, la técnica de infeccidn es simple,
la via de entrada y el tejido infectado, al igual que en el hombre, son la orofaringe y el
pulmon respectivamente, y Ja diseminacton ocurre igual que en la neumonia en humanos,
aunque es clerto que en el raton ocurre de manera mas rapida y fulminante, la gravedad,
curso y duracion de la infeccion es predecible, reproducible y facilmente analizable, bien por
supervivencia o por recuento bacteriano en el pulmén, y la sensibilidad a la quimioterapia es
medible, igualmente por supervivencia o por recuento bacteriano en el pulmén, y
reproducible. Lo que no se cumple completamente es que el microorganismo, en este caso
S. pneumoniae, sea patdgeno tanto para el hombre como para el animal de experimentacion,
ya que aunque la cepa del serotipo 3 si lo es, las de los serotipos 6 y 9 no lo son y los
ratones han de ser inmunodeprimidos previamente.
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Por tanto, y segun todo lo anteriormente expuesto, nosotros consideramos nuestro

modelo de neumonia en raton como un modele discriminativo.

2.2.3.1. Modelos animales de infeccidén respiratoria

Entre los modelos animales de infeccion respiratoria existentes, la diferencia basica
radica en la forma de producir la infeccion, bien intratraquealmente tras exposicion
quirtirgica, bien mediante aerosoles, o bien por inoculacidén orofaringea. De las tres, y tras
sopesar los pros y contras de cada una, nosotros elegimos la ultima. La primera de ellas fue
la primera en ser descartada, ya que las técnicas quirargicas por una parte hacian que la
forma de infeccion no fuera similar a la que se da en humanos, ademas de la posibilidad de
que se produjeran infecciones locales en la zona de la traquea abierta que pudieran interferir
en el proceso infeccioso en estudio y el problema del bajo numero de animales a utilizar por
la lentitud de la técnica. La técnica de infeccidn mediante aerosol, era la optima desde el
punto de vista de que se producia la infeccion de forma idéntica que en humanos, y ademas
permitia trabajar con un elevado namero de animales al mismo tiempo por la stmplicidad de
la técnica; pero descartamos esta técnica por que en la practica se ha comprobado que los
indculos que se alcanzan con esta técnica pueden ser insuficientes (239). Finalmente
elegimos el modelo de inoculacion por via orofaringea, ya que cumplia el requisito de que la
forma de infeccion fuera similar a la que se da en humanos, era una técnica simple, y

permifia trabajar con un nimero suficientemente elevado de ammales en cada experimento.

El primer modelo de inoculacion por via orofaringea que se encuentra en la literatura
es el descrito por Esposito y Pennington, quienes se basan en los trabajos de Saffiotti y cols.
(243). Este es el modelo en el que se basan Azoulay-Dupuis y cols. para su modelo de
infeccion, y a su vez este Gltimo es el modelo del que se partid para la elaboracion del
nuestro. Al igual que para estos autores, y como ya describieron Briles y cols. (164), solo la
cepa del serotipo 3 de Sreptococcus pneuoniae fue virulenta para los ratones, teniendo que
mmunodeprimir a los animales para provocar la infeccion con las cepas de los otros
serotipos. Para producir esta inmunodepresion se utilizd ciclofosfamida al igual que el
grupo de Azoulay-Dupuis y cols. {163), pero se utilizb6 una dosis intraperitoneal de 150
mg/kg en los dias 4 y 1 previos al dia de inoculacion, mientras que ellos utilizan una dosis
de 150 mg/kg intraperitoneal durante los 3 dias previos. Se utilizé ciclofosfamida por su

eficacia como inmunodepresor (165, 166), hecho probado en nuestro laboratorio. Existe
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algin estudio en el que se menciona la capacidad de ciclofosfamida a través de su
metabolito, acroleina, de inhibir el crecimiento de células tanto eucariotas como procariotas
(244); serian necesarios muchos mas trabajos para poder generalizar esta idea, puesto que a

pesar de este supuesto, se consiguio el inicio y posterior desarrollo de la infeccion.

El indculo bacteriano utilizado estaba en fase exponencial de crecimiento, y mientras
que en este estudio se procedié a centrifugar y lavar las bacterias en solucion salina dos
veces antes de ajustar espectrofotométricamente ia concentracion bacteriana, el grupo de
Azoulay-Dupuis y cols. no realizaba esta operacion. El tamafio del indéculo variaba en
nuestro caso y el suyo en funcion del serotipo de la cepa de la que se tratase. Los anmimales
eran anestesiados con 0.2 ml de pentobarbital sodico al 0.65%, colgados de los incisivos
superiores y canulados orotraquealmente en ambos casos, siendo introducidos .06 ml en
nuestro caso y 0.04 ml en el suyo. El que los animales permanecieran 5-10 minutos
colgados, y que luego se situaran inclinados aproximadamente 45° hasta que se despertaran
de la anestesia con objeto de impedir que expulsaran la suspension introducida sucedia en

ambos modelos.

La raza de ratones utilizada en ambos modelos no fue la misma, lo cual dificutara la
posterior comparacion de resultados, En ¢l presente estudio se utilizaron ratones BALB/c
mientras que ellos utilizaban ratones C57BL/6 en cuyo caso se producia una neumonia
subaguda no comparable con la que se producia en nuestros ratones, o0 ratones Swiss en
cuyo caso se producia una neumonia aguda comparable con la que se producia en nuestro
modelo (23). Coincide en ambos casos el que los animales eran hembras, de edad 8-12
semanas, y 20-22 g de peso. El nimero de animales por grupo de tratamiento en ambos

casos fue de aproximadamente 15 animales.

Para los estudios de supervivencia, nuestro protocolo de administracion de
antibioticos también coincidia con el suyo, 6 dosis espaciadas 12 horas, no coincidiendo el
inicio del tratamiento, 5, 19y 31 horas p.i. en nuestro caso y variable en su caso: 18, 48, 72
y 96 horas p.i. en el caso de neumonia subaguda (22), 0 3 (242) 0 6 y 18 (163) horas p.i. en
el caso de neumonia aguda. Se pretendia estudiar hasta que punto el momento en que se
iniciaba el tratamiento influia en la respuesta a este, y por ello se eligio iniciar el tratamiento
a un tiempo en que todavia no exixtieran sintomas de la infeccion (5 horas p.i.), a un tiempo
en que ya existieran manifestaciones externas coino decaimiento, pelo erizado, o dificultad
para respirar (19 h p.i.) y transcurrido un tiempo (12 horas) desde el inicio de estas

manifestaciones (31 horas p.i.).
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Para [a realizacion de las curvas de letalidad, el tratamiento en ambos casos es de 6
dosis espaciadas 12 horas, variando igualmente el momento del inicio del tratamiento, que
en nuestro caso fue siempre de 19 horas p.i.. Se utilizaron 3 ratones por punto,
sacrificandolos en intervalos de tiempo similares en ambos casos. Asimismo, en ambos
casos los pulmones eran homogeneizados en solucion salina, nosotros en 5 ml y ellos en 2
ml, lo cual puede dar lugar a diferencias ya que el resultado se expresa como UFC por ml de
homogeneizado de pulmon en ambos casos. Ambos modelos emplean la técnica del
recuento de colonias en placas de agar sangre. En ambos casos los hemocultivos se
realizaron por cultivo de sangre obtenida por puncion intracardiaca. Los animales se
sacrificaban al inicio del tratamiento con objeto de establecer la concentracion bacteriana de
la que partiamos, a las 8 horas tras la 1° mnyeccion con objeto de determinar la eficacia de
una sola dosis, tras 12 horas tras la 2°, 4" ¢ 6 inyeccién para observar la evolucion del
proceso y si se producia o no la erradicacion del neumococo del pulmén, y st el tratamiento
tenia éxito y los animales sobrevivian se sacrificaban animales a las 84 horas (tres dias y
medio) tras la 6" y Gltima inyeccién con objeto de determinar st una vez finalizado el
tratamiento se reproducia la infeccidén o por el contrario se confirmaba la total erradicacion

del neumococo del pulmon.

En cuanto a los estudios farmacocinéticos, en ambos casos se realizaron mediante la
técnica del bioensayo. Esta técnica del bioensayo mediante pocillos utilizada para detectar
concentraciones fisiologicas de los antimicrobianos en suero y tejidos cercanas o superiores
a la CMI, ha demostrado una buena sensibilidad puesto que hemos obtenido coeficientes de
correlacion r* muy cercanos a la unidad (0.98 para amoxicilina y 0.97 para ciprofloxacino).
La precision de este método, aunque algo inferior a la obtenida por HPLC, es comparable
(245). No se determinaron los niveles de acido clavulanico, ya que al no tener este
compuesto actividad bactericida sobre S. pneumoniae ni poseer este microorganismo
actividad betalactamasa, nos parecidé mas interesante centrarnos en amoxicilina y
ciprofloxacino. Se determinaron los niveles no solo en suero, sino también en pulmon, y se
hizo en animales sin infectar e infectados con objeto de determinar si la existencia de
infeccion favorecia o no el que se alcanzaran unos niveles mas altos o que estos

permanecieran elevados mas tiempo.
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3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1. MODELO IN VITRO

3.1.1. CMlIs v CMBs

Se definen como cepas de S. pneumoniae sensibles a amoxicilina aquellas con CMI
< 0.06 pg/mi, parcialmente resistentes con 0.1 pg/ml > CMI < 1 ug/ml, y altamente
resistentes con CMI > 2 pg/ml (70). Segin esto la cepa del serotipo 3 que era sensible a
penicilina también es sensible a amoxicilina, la del serotipo 6 que era parcialmente resistente
o de resistencia intermedia a penicilina también lo es a amoxicilina, y la del serotipo 9 que

era resistente a penicilina también lo es a amoxicilina.

La actividad del 4cido clavulanico frente a estas cepas es escasa, y combinado con

amoxicilina no influye en la actividad de esta Gltima ya que ni varian las CMIs ni las CMBs.

Ciprofloxacino tiene una actividad moderada frente a esta cepas con CMlIs entre 0.5
y 1 pug/ml, siendo el punto de corte de ciprofloxacino para el neumococo de 2 pg/ml (246),
destacando que las CMBs son una dilucion mas elevadas que las CMIs y que en el caso de
las cepas de los serotipos 3 y 6 son de 2 pg/ml. No se observa un aumento de sensibilidad a
ciprofloxacino en las cepas resistentes a penicilina y amoxicilina respecto de la cepa

sensible,

3.1.2. Curvas de letalidad

La concentracién de antimicrobiano utilizada para la realizacion de estas curvas de
letalidad no es la misma para las tres cepas, ya que las tres poseen diferente sensibiflidad, por
lo que siempre se utilizaron concentraciones de 1, 4 y 10 veces su CMI, con objeto de que
la relacion dosis'CMI fuera constante para las tres cepas y se pudieran realizar
comparactones. Cabria esperar que un anmento en la concentracion de antimicrobiano se
tradujera en un mayor efecto antibacteriano, pero nosotros observamos que esto no siempre
ocurria. Asi, para la cepa del serotipo 3 con ambos antimicrobianos se observd un mayor
descenso de la viabilidad bacteriana a concentraciones de 4 y 10 CMI que de 1 CMI, pero
no existian diferencias (salvo en alguna hora) entre el descenso en la viabilidad producida
por el tratamiento con 4 y 10 CMI (Tabla 2). En la cepa del serotipo 6 ocurre lo mismo en

el caso de ciprofloxacino y en las 6" y 8" horas de la exposicion a amoxicihina (Tabia 3). En
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cambio, en la cepa del serotipo 9 se observa esto para ciprofloxacino, mientras que para
amoxictlina s6lo existe un mayor descenso de la viabilidad bacteriana con la concentracion
de 10 CMI respecto a la de 1 CMIi en [a 2" y 8 hora de exposicion (Tabla 4).

Si lo que se compara es la eficacia de amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino
(Tablas 2, 3 y 4) y nos fijamos en lo que ocurre tras ocho horas de exposicion
antimicrobtana (Tabla I), amoxicilina/clavulanico es el mas eficaz para la cepa det serotipo 3
a cualquiera de las concentraciones ensayadas, ciprofloxacino es el mas eficaz para la cepa
del serotipo 6 a cualquiera de las concentraciones ensayadas, y amoxicilina es mas eficaz a 1

CMI mientras que ciprofloxacino 1o es a 10 CMI para la cepa del serotipo 9.

TIEMPO (h} 1 CMI 4 CM1 10 CMI
T
Serotipo 3 A/C A/C A/C
Serotipo 6 CIp CIp CIp
—1
i Serotipo 9 A/C A/IC=CIP Cip

Tabla I. Representacion de que antimicrobiano produce un mayor descenso de la
viabilidad bacteriana de cada una de las cepas estudiadas tras ocho horas de exposicion

continua.

Al estudiar si amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino tienen efecto bactericida, y
comparar lo que ocurre a cada concentracion y para cada cepa vemos lo que se refleja en la
tabla II. Para la cepa del serotipo 3 mientras que amoxicilina/clavulanico tiene efecto
bactericida a cualquier concentracion ciprofloxacino solo lo tiene a 10 CMI, para la cepa del
serotipo 6 amoxicilina/clavulanico no posee efecto bactericida a ninguna concentracion
ensayada y si lo presenta a 4 y 10 CMI de ciprofloxacino, y para la cepa del serotipo 9 los
dos antimicrobianos tienen efecto bactericida a 4 y 10 CMI.
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A/C CIp

1 CM1 4 CMI 10 CM1 1 CMI 4 CMI 10 CMI

Serotipo 3 + + + - - +

Serotipo 6 - - - - + +
bl IR

Serotipo 9 - + + - + +

Tabla I1. Existencia de efecto bactericida con cada antimicrobiano para cada una de

las cepas estudiadas.

En los casos que existe efecto bactericida a diferentes concentraciones de un mismo
antimicrobiano para una misma cepa, se observa que este se alcanza antes cuanto mayor es

la concentracidn de antimicrobiano utilizada (Tabla 5).

A pesar de que se han pubkcado muchos estudios de sensibilidad in vifro de los
neumococos a diferentes antimicrobianos mediante la determinacion de sus CMIs, existen
muy pocas referencias en la literatura de estudios de sensibilidad realizados mediante curvas
de letalidad, y aun es mas reducido el nimero de publicaciones de este tipo en las que los
antimicrobianos utilizados son amoxicilina/clavulanico o ciprofloxacino. Jacobs y cols.
(247) encontraron un aumento paraddjico en la viabilidad bacteriana en cuatro de las ocho
cepas de neumococo expuestas a ciprofloxacino, hecho que no ocurre en ninguna de ias tres
cepas utilizadas por nosotros. Pankuch y cols. (248, 249) y Visalli y cols. (250) ensayan
utilizando esta metodologia varios antimicrobianos entre ellos ciprofloxacino y
amoxicilina/clavulanico, encontrando que con ciprofloxacino las concentraciones con las
que se alcanza actividad bactericida son muy proximas al punto de corte (2 pg/mi) para este
antimicrobiano, mientras que destacan la actividad bactericida alcanzada con

amoxicilina/clavulanico (249).

La comparacion de nuestros resultados con los obtenidos por otros autores es dificil
pues las cepas utilizadas por cada uno son diferentes en cuanto a serotipo y sensibilidad.
Liftares y cols. (251) estudian mediante curvas de letalidad la actividad bactericida de cinco
betalactamicos, entre ellos amoxicilina, frente a tres cepas de S. preumoniae, una de ellas
del serotipo 3 y sensible a penicilina, otra del serotipo 6 y de resistencia intermedia a

penicilina y otra del serotipo 23 y resistente a penicilina. En la tabla III se recogen las CMIs
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de esas cepas para amoxicilina, las concentaciones utilizadas para el ensayo y la existencia o
no de efecto bactericida. A 1 CMI, para la cepa del serotipo 3 no obtienen efecto
bactericida mientras que nosotros si, para la cepa del serotipo 6 no obtienen efecto
bactericida como nosotros, y para la cepa resistente aunque es de diferente serotipo a la
nuestra tiene la misma sensibilidad a amoxicilina y al igual que nosotros obtienen efecto

bactericida.
CMI/CMB..oxicitina Concentracion Efecto bactericida

Cepa | 0.03/0.03 1 CMI -
serotipo 3 2 CM1 +
Cepa Il 0.06/0.12 1 CMI -
serotipo 6 2 CMI +
Cepa II1 272 1 CMI +
serotipo 23 2 CMI +

Tabla II1. Efecto bactericida de amoxicilina (251).

3.1.3. Efecto Postantibidtico

Tanto amoxicilina/clavulanico como ciprofloxacino a las concentraciones ensayadas
inducen un EPA significativo (mayor a 0.5 h) en las tres cepas de este estudio, a excepcion

de ciproftoxacino a 1 CMI para la cepa del serotipo 6.

Se confirma en este estudio que el EPA y su duracton estan correlacionados con la
concentracion ensayada de antimicrobiano. Esto estd en consonancia con lo observado por
la mayoria de los autores (162, 182, 192, 204, 205) de que incrementos en la concentracion
prolongan el EPA hasta un punto de maxima respuesta por encima del cual no se observa un
aumento significativo del EPA. Asi, [a duracion del EPA fue mayor a mayor concentracion

utilizada pero para cada combinacion antimicrobiano/cepa este efecto se di6 a partir de una
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concentracién diferente. Para amoxicilina/clavulanico/cepas serotipos 3 y 9 y para
ciprofloxacino/cepa serotipo 3 con 10 CMI se observaron EPAs mas largos que con 1 CMI,
no observandose diferencias en la duracion del EPA con 4 CMI respecto de 1 CMI ni con
10 CMI respecto de 4 CMI. En cambio para amoxicilina/clavulanico/cepa serotipo 6 y
ciprofloxacino/cepas serotipos 6 y 9, con 4 CMI y con 10 CMI respecto de 1 CMI se
observan EPAs mas largos, no habiéndo diferencias entre los EPAs producidos por 10 CMI
respecto de los producidos por 4 CMI. En este Gltimo caso el punto de méxima respuesta
estaria alrededor de 4 CMI, vy por eso no existirian diferencias entre 4 y 10 CM1L

Los resultados obtenidos hasta el momento sobre el EPA (160, 192) destacan el que
las quinolonas presentan un EPA de larga duracion frente a organismos grampositivos y
gramnegattvos, y que los betalactamicos provocan un EPA menor que es dependiente del
tipo de organismo diana empleado, siendo hasta de algunas horas con algunos organismos
grampositivos. Con los resultados obtenidos en este estudio no se puede establecer que
antimicrobiano de los ensayados produce EPAs mas largos sobre S. preumoniae, ya que se
observa que dependiendo de la cepa de S. prewmoniae y de la concentracion de
antimicrobiano utilizada el resultado es diferente. Para la cepa del serotipo 3
amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino inducen EPAs de la misma duracion
independientemente de la concentracion ensayada, para la cepa del serotipo 6 ciprofloxacino
inducia un mayor EPA que amoxicilina/clavulanico pero sélo a 10 CMI siendo de igual
duracion a otras concentraciones, y para la cepa del serotipo 9 a 1 y 4 CMI
amoxicilina/clavulanico inducia un mayor EPA que ciprofloxacino igualandose la duracion
de estos a 10 CMI.

El mecanismo preciso por el que se establece el EPA es desconocido, pero mutiples
factores deben estar implicados. Aunque el término EPA fue definido para enfatizar el
hecho de que la previa exposicion al farmaco es la causante del fendmeno, otras teorias se
inclinan a destacar el papel de [as concentraciones subinhibitorias del antibidtico, al que
estan expuestas las bacterias tras la eliminacion del antibiético del medio, en la presentacion
de este fenomeno. Algunos autores sugieren que el tiempo necesario para la hiberacion del
antibidtico de sus receptores seria el tiempo de recuperacion del crecimiento bacteriano
(160), para otros autores, el EPA seria el tiempo de resintesis de las proteinas y enzimas
afectados por la accion del farmaco (252).

Se considera que es un fenémeno que se desarrolla fundamentalmente dependiendo

de la combinacién antimicrobiano-microorganismo y, en muchos casos, es multifactorial. Se
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asume que el EPA es el resultado de la inhibicion del crecimiento bacteriano como
consecuencia de una prolongacion del tiempo de latencia. Sin embargo, podria deberse a un
aumento en el tiempo de generacion o, incluso, una combinacion de ambos. El segmento de
la fase de crecimiento que esta afectada puede calcularse tomando muestras a intervalos
muy cortos. Esto ha revelado que en la mayoria de los casos sucede realmente una
prolongacion de la fase de latencia, excepto para ciprofloxacino (220) que parece que

induce una prolongacion en el tiempo de generacion.

Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que los betalactamicos
producian un EPA sobre los grampositivos pero no sobre los gramnegativos. Sin embargo,
fos carbapenemes si inducen EPA en ambas clases de bacterias. Los betalactamicos se fijan
a varias PBP, presentes en la membrana citoplasmica, con preferencia en la PBP,, que
induce la formacién de esferoplastos. El EPA podria en estos casos reflejar el tiempo
requerido por los esferoplastos en resintetizar su pared (221) ya que antes no pueden
dividirse. Otra alternativa seria que el EPA representara el periodo durante el cual la
bacteria resintetiza nuevas PBP o el efecto del antimicrobiano que permanece, el cual
continiia inhibiendo la actividad de las enzimas recién sintetizadas (253). Otra posibilidad es
que el EPA sea el periodo durante el cual la célula regenera la actividad enzimatica después
de que el antibidtico se haya liberado desde las dianas; el rango de sintests de las nuevas
enzimas variara segin el tipo de bacterias y dentro de cada bacteria, lo que explicaria las

diferencias entre unos organismos y otros en sus tiempos de EPA (254).

En el caso de las quinolonas se ha sugerido que el EPA esta condicionado por el
tiempo que estas tardan en disociarse de sus receptores y difundir fuera de la bacteria (255).
Sin embargo, aunque para todas las quinolonas la ADN-girasa parece ser la diana principal,
si el valor de EPA varfa de unas quinolonas a otras, debemos buscar otras explicaciones

adicionales para poder entender dichas divergencias.

3.2. MODELO IN VIVO

3.2.1. Determinacion de la MDI,

Dado que cada una de las cepas utilizadas pertenece a un serotipo diferente y por
tanto posee diferente virulencia, es necesario determinar su MDL. Esta fue de 10° UFC/r
para fa cepa del serotipo 3, de 10" UFC/r para la cepa del serotipo 6 y de 10° UFC/r para la
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cepa del serotipo 9. Estos resultados indican la existencia de un diferente grado de
virulencia de cada una de las cepas, siendo la mas virulenta la del serotipo 3 la cual es capaz
de infectar animales inmunocompetentes con la menor MDL de las tres. Las otras dos cepas
son similares, siendo algo mas virulenta la del serotipo 9 ya que su MDL es vna dilucion

menor que la del serotipo 6.

Algunos autores (256) utilizan para diferentes cepas un inéculo de la misma
concentracion para producir la infeccidn. En estos casos la concentracion del inbculo suele
ser elevada para asegurar que incluso las cepas menos virulentas sean capaces de producir
infeccion. Nosotros consideramos que al hacer esto se esta utilizando una concentracion
que puede ser 10 veces la MDL de una cepa, 100 veces la MDL de otra cepa, etc., 1o cual
impide comparar los resultados obtenidos con cada una de las cepas ensayadas. Con objeto
de evitar esto nosotros utilizamos para la realizacion de todos los experimentos la MDL

para cada cepa.

3.2.2. Lesiones histopatologicas

Los estudios de las lesiones histopatolégicas revelan que la cepa del serotipo 3
provoca una neumonia abcesificante, mientras que las cepas de los serotipos 6 y 9 producen
una neumonia hemorragica y menos abcesificante, siendo las lesiones mas agresivas y
agudas. Estas diferencias se podrian deber a que en el caso de las cepas de los serotipos 6 y
9, los animales estan inmunodeprimidos, lo cual explica la menor presencia de leucocitos
polimorfonucleares y la existencia por tanto de lesiones mas agrestvas y agudas.

Tateda y cols. (257) recientemente han descrito un modelo de neumonia
neumococica utilizando ratones CBA/J, el cual permite, sin utilizar ningin farmaco
inmunosupresivo y con indeulos no muy altos, producir neumonia independientemente del
serotipo de la cepa utilizada. Asi, con un aislado no mucoide del serotipo 19 se consigue
producir la infeccion pulmonar, describiéndose unas lesiones histologicas similares a las

obtenidas por nosotros con la cepa del serotipo 3 con ratones inmnucompetentes.

Por otra parte, hay que destacar que en nuestro modelo con la cepa del serotipo 3
las lesiones aparecen antes, siendo estas maximas a las 19+24 horas, mientras que con las
cepas de los serotipos 6 y 9 la evolucion de la infeccion es mas lenta, no apareciendo
lesiones maximas hsta las 19+72 y 19+ 48 horas respectivamente. Esto confirmaria que la
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cepa del serotipo 3 es la mas virulenta, seguida de la del serotipo 9 y por ultimo la del
serotipo 6.

3.2.3. Curvas de supervivencia

El efecto del tratamiento de amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino en la
supervivencia de animales infectados en nuestro modelo de infecciéon respiratoria quedé
perfectamente detallado en el capitulo de resultados. Es dificil comparar estos resultados
con los obtenidos por otros autores, ya que las condiciones experimentales difieren en cada
caso; por ejemplo, ni las cepas bacterianas ni los animales son los mismos, las horas de
inicio del tratamiento difieren, etc. A pesar de esto, en la tabla IV se comparan parte de los
resultados obtenidos por nosotros con los de otros grupos.

En los tres casos se trata de un modelo de neumonia neumocdcica en ratdn,
utilizandose diferentes cepas de S. prewmoniae en cuanto a sensibilidad y serotipo, y
consistiendo el tratamiento en todos los casos en 6 dosis, espaciadas por 12 horas en el
modelo de Azoulay-Dupuis y cols. y el nuestro, y espaciadas por 8 horas en el de Gisby. El
inicio del tratamiento y via de adminisraciéon también varian, especificandose en la tabla.

Para amoxicilina, Azoulay- Dupuis y cols. con una cepa del serotipo 3 de la misma
sensibilidad a este antimicrobiano que la empleada por nosotros, con la misma dosis de 5
mg/kg obtienen el mismo 100% de supervivencia que nosotros, mientras que para la cepa de
resistencia intermedia una dosis de 50 mg/kg produce una supervivencia del 90%. En
cambio nosotros obtenemos una supervivencia de 100% para la cepa de resistencia
intermedia con una dosis de 25 mg/kg. Estas diferencias se podrian deber a que las cepas
correspoden a diferentes serotipos. Para ciprofloxacino, se ve como en los tres modelos el

resultado es diferente para cada cepa aun empleando dosis iguales o similares.

En los tres modelos se observa claramente que con amoxicilina o
amoxicilina/cavulanico se obtienen mejores resultados de supervivencia que con
ciprofloxacino, incluso aunque las concentraciones utilizadas de la primera sean mucho
menores (hasta 10 veces menos) que de ciprofloxacino, e incluso para las cepas resistentes a

penicilina.
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[

CMI/CMB| Dosis Superviv. [ CMI/CMB| Dosis Superviv.
ng/ml mg/kg (%) pg/ml mg/kg (%)
A-D 63’ AMOXICILINA CIPROFLOXACINO
PS? Ser3 | 0.03/0.03 5 100 12 100 50
PRY, Ser 23| 0.5/1 50 90 12 50 7
100 92
Gisby s’ A/C (2/1) CIPROFLOXACINO
PS, 1629 0.01 10/5 80 1 40 20
20/10 100 80 40
160 80
PS, 7 0.01 l 10/5 1 100 0.5 40 40
80 80
100 100
Garcia, Y.° A/C (4/1) CIPROFLOXACINO
PS, Ser3 | 0.03/0.03 [ 5 100 1/2 50 0
PI’, Ser6 | 0.25/0.25 25 100 1/2 | 50 81.81
PR, Ser 9 2/2 | 50 100 ) 0.51 50 J 27.27

preumoniae.

Tabla IV. Efecto del tratamiento de amoxicilina, amoxicilina/cavulanico (A/C) y/o

ciprofloxacino en la supervivencia, en diferentes modelos de infeccién respiratoria por §.

* Azoulay-Dupuis y cols. Inicio tratamiento: 6 horas p.i., s.c.
® Gisby y cols. Inicio tratamiento: ! hora p.i., v.o.

¢ Inicio tratamiento: 5 horas p.i., s.c.

I PS, P1 y PR: sensible, de resistencia intermedia y resistente a penicilina.

152




Discusion

Por otro lado, en nuestros resultados se observa claramente ¢dmo retrasos de 12 o
24 horas en el inicto del tratamiento, de 5 horas p., a 19 horas p.i. 0 a 31 horas p.i., se
corresponden con una importante disminucién del éxito de este para las tres cepas y para

ambos antimicrobianos, aunque este efecto es mas acusado en el caso de ciprofloxacino.

3.2.4. DEsp Y DEsy

St se comparan los valores obtenidos para cada cepa, vemos que para la cepa del
serotipo 6 para que la supervivencia pase del 50% al 90%, se necesita aumentar la dosis de
amoxicilina/clavulanico en 3.25 veces, mientras que para la cepa del serotipo 9 el aumento

de la dosis debe ser de 2.09 veces.

Si se comparan las DEs; obtenidas para cada cepa, la DEs para la cepa del serotipo
9 es 3.4 veces mayor que la del serotipo 6, y considerando que fuera 5 la de la cepa del
serotipo 3, la DEsq para la cepa del serotipo 9 seria casi 5 veces mayor que la de la cepa del

serotipo 3.

Si se comparan las DEg, obtenidas para cada cepa, la DEg, para la cepa del serotipo
9 es 2.1 veces mayor que la del serotipo 6, y considerando que fuera 5 la de la cepa del
serotipo 3, la DEqg para la cepa del serotipo 9 seria cast 10 veces mayor que la de la cepa
del serotipo 3.

Para ciprofloxacino no se pueden calcular estos parametros al ensayarse solo una
dosis (50 mg/kg), pero como muestran las curvas de supervivencia, cuando el tratamiento
comienza a las 19 horas p.i., esa dosis no es capaz de proteger ni al 50% de los animales en
el caso de que la cepa utilizada fuera la del serotipo 3 o la del serotipo 9, y sdlo en el caso
de la cepa del serotipo 6 [a DEs; seria aproximadamente de 50 mg/kg (se obtiene para esa
dosts una supervivencia del 54.54%) Para esa misma cepa la DEs, de

amoxicilina/cavulanico, como se ve en la tabla 10, es 7.7 veces inferior,

Existe controversia sobre la existencia de correlacién entre [a actividad
anttbacteriana de los antibioticos y su eficacia en infecciones sistémicas en ratones, es decir
st existe correlacion entre la CMI y la DEsp. Zak y Sande (234) en 1982 publicaban un
estudio estadistico de 2000 sustancias, encontrando que al menos en un 40% de los casos

habia discrepancias entre los valores de la CMI y la DEs,. Entre los factores que mencionan
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como posibles responsables de estas discrepancias estan la disparidad que existe entre las
condiciones estaticas y relativamente simples bajo las que se determinan las CMls y las
condiciones dinamicas de los modelos in vivo, en los que la accion de los antibidticos
depende de muchas variables especificas de la droga, huésped y bacteria y de las
interacciones que se establecen entre estos factores. Para estos autores, estas discrepancias
rechazan la generalizada opinion de que el raton es un simple tubo de ensayo viviente. En
contraposicion, Knudsen y cols. (258) en 1995 publican un estudio en el que se demuestra
la existencia de correlacion entre las actividades in vitro e in vivo de pemicilina frente a 10
cepas de neumococos con diferente sensibilidad a penicilina. En su trabajo encuentran una
alta correlacion entre el log CMI y el log DEsg, lo cual indica que la CMI es altamente
eficaz en la prediccion de [a dosis de penicilina necesaria para que esta sea eficaz in vivo.
Este trabajo se ha realizado s6lo con tres cepas, de manera que son pocas para establecer
matematicamente si existe una correlacion entre la CMI y la DEs, para amoxicilina, pero si

se observa que un aumento en la CMI se corresponde con un aumento de la DEs,.

3.2.5. Curvas de letaligad i# vivo

La elaboraciéon de estas curvas de letalidad in vivo, nos pemite comprobar que
realmente hay presencia de S. ppeumoniae en los pulmones de los animales infectados y por
tanto junto con los datos aportados por el estudio histologico, podemos afirmar que se esta

produciendo una infeccidn neumonica.

A la vista de los resultados obtenidos en estas curvas, se puede decir que para la
cepa del serotipo 3 el tratamiento con (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulanico resultd
mas eficaz que el de 50 mg/kg de ciprofloxacino desde la primera dosis, y que fue capaz de

erradicar la bacteria de los pulmones de los animales.

Para la cepa del serotipo 6 el tratamiento con (25/6.25) mgkg de
amoxicilina/clavulanico resultd eficaz desde la primera dosis en relacion con aquellos
animales que no recibieron tratamiento {controles), mientras que el tratamiento con 50
mg/kg de ciprofloxacino no lo fue, y sélo amoxicilina/clavulanico fué capaz de erradicar la

bacteria de los pulmones de los ratones infectados.

Para la cepa del serotipo 9 aunque ni el tratamiento con (50/12.5) mg/kg de

amoxicilina/clavulanico ni con 50 mg/kg de ciprofloxacino, resultd eficaz tras las primeras
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dosis en relacion con aquellos animales que no recibieron tratamiento (controles), y que
aunque hasta despues de la 6* dosis tampoco hubo diferencias entre ambos antimicrobianos,
al final sélo amoxicilina/clavulanico fué capaz de erradicar la bacteria de los pulmones de

los ratones.

Es decir, que se confirman los resultados obtenidos en los estudios de supervivencia,
de modo que para las tres cepas estudiadas, incluso para las que presentan resistencia a
penicilina vy a amoxicilina, el tratamiento con amoxicilina/clavulanico es mas eficaz que el
tratamiento con ciprofloxacino en la erradicacion de las bacterias de los pulmones de los
animales infectados. Otros autores (163, 256) obtienen resultados similares a los nuestros,

destacando también la mayor eficacia de amoxicilina sobre ciprofloxacino.

No podemos hacer una evaluacion conjunta de las curvas de letalidad in vifro e in
vivo puesto que, ademas de que las concentraciones utilizadas no coinciden, in vitro los
microorganismos han sido expuestos a una sola dosis de antimicrobiano y la concentracion
permanece constante a o largo del tiempo, e /n vivo a los animales se les han administrado
6 dosis, cuya concentracién variara a lo largo de tiempo, influyendo ademas el metabolismo

del animal,

3.2.6. Presencia de miscroorganismos en sangre

Es importante conocer la capacidad invasiva de cada una de las cepas estudiadas, y
conocer por tanto su facilidad para pasar de los pulmones a la sangre y producir un proceso
bacteriémico que agudice la situacion, en este caso del animal infectado. Asi, las tres cepas
son capaces de realizar este paso a la sangre, observandose diferencias segin los serotipos;
las cepas de los serotipos 3 y 9 producen un hemocultive positivo en el 100% de los
animales a las 19 horas p.i., mientras que para la cepa del serotipo 6 esto no ocurre hasta las
27-43 horas p.1.

Por otra parte, de nuevo amoxicilina/clavulanico se muestra més eficaz que
ciprofloxacino, en esta ocasion a la hora de negativizar los hemocultivos de S. preumoniae.
Esta negativizacién con amoxicilina/clavulanico ocurre antes cuanto mas sensible es la cepa,
asi ocurre a las 43 horas p.i. para la cepa sensible (serotipo 3), a las 67 horas p.i. para la
cepa de resistencia intermedia (serotipo6) y a las 91 horas p.i. para la cepa resistente
{serotipo9).
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3.2.7. Parametros farmacocinéticos

Al haber ensayado nosotros tres dosis diferentes para amoxicilina y una para
ciprofloxacino, y haber determinado los niveles en suero y pulmon, y a su vez en animales
sin infectar (controles) e infectados, el volumen de datos obtenidos es grande, lo cual
dificulta su interpretacion. Si empezamos por comparar las Cmax alcanzadas, vemos que en
general estas son mayores en suero que en pulmén en el caso de amoxicilina y de animales
infectados en el caso de ciprofoxacino. Lo mismo ocurre con los T2 de amoxicilina, son
algo mayores en suero que en pulmon, ocurriendo lo contrario para ciprofloxacino. El Tmax
coincide usualmente para ambos antimicrobianos en 0.5 horas. En general, se puede decir
que la infeccion no modificd los parametros farmacocinéticos ni para amoxicilina ni para
ciprofloxacino, pues las Cmax, T, y ABC en animales no infectados e infectados son muy
similares, habiéndo solo diferencias notables en ¢l ABC de pulmones de antmales infectados
respecto de los controles con las dosis de 25 y 50 mg/kg de amoxicilina. Azoulay-Dupuis y
cols. (163) tampoco encuentran que la infeccion haga wvariar los parametros
farmacocinéticos de ciprofloxacino, independientemente de que este se administre por via
oral o subcutinea. Por otra parte, si nos fijamos en el tiempo que las concentraciones de
antimicrobiano superan la CMI (T> CMI), vemos que para amoxicilina con las DEs, para
cada cepa se obtienen valores no muy diferentes entre si, y que con ciprofloxacino se
obtienen valores idénticos para las cepas de los serotipos 3 y 6 (ya que tienen la misma
sensibilidad), y valores mas elevados para la cepa de serotipo 9 (de mayor sensibilidad que
las anteriores). Por ultimo, si comparamos amoxicilina y ciprofloxacino, a la dosis de 50
mg/kg vemos que las Cmax, Tyn y ABC de ciprofloxacino son mayores que las de

amoxicilina.

El hecho de la existencia de muchas similaridades en la anatomia y fisiologia entre
las distintas especies de mamiferos ha sido la base del uso de modelos animales en la
investigacion biomédica. Pero, no hay que olvidar que también existen importantes
diferencias a tener en cuenta. Asi, aunque sean las propiedades fisicoquimicas propias de
cada agente antibacteriano las que regulan sus propiedades farmacocinéticas en todas las
especies animales (259), hay que tener en cuenta que los procesos de absorcion, excreccion
y distribucién pueden ser influidos por las diferencias entre especies, no solo anatomicas y
fisiologicas, sino tambi¢n metabdlicas (260, 261). Ejemplos de esto es el hecho de que los
animales pequefios eliminan los farmacos mas rapidamente (262, 263, 264), o las diferencias
que pueden existir en la union de los antibidticos a proteinas séricas enre los animales y el
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hombre (58). Todo esto nos debe hacer recordar que debemos ser cautos a la hora de

interpretar los datos farmacocinéticos obtenidos en modelos ammales (265).

En la tabla V aparecen las concentraciones y Ty, que se alcanzan en suero humano
tras la administracion de 625 mg de amoxicilina/clavulanico, y 500 o 750 mg de
ciprofloxacino. Si comparamos nuestros datos con los alli reflejados vemos que con la
concentracion de 50 mg/kg de amoxicilina se obtiene una Cméx en suero de animal
infectado de 7.67 pg/ml muy similar a la obtenida en humanos, y con una T, también
similar (1 hora frente a 56.4 min.). En cambio con una dosis de 50 mg/kg de ciprofloxacino
los niveles en suero son mucho mayores (9.17-9.33 ug/ml) que los 2.96 ng/ml obtenidos en
humanos con una dosis de 750 mg, aunque los valores de Ty, obtenidos en nuestro caso son

muy inferiores (1.1-1.33 horas frente a 320.4 min.).

Dosis (mg) Csuero (ug/ml) T1 (min)
Amoxicilina/ 500 8.0 % 56,4 (266)
clavulanico 125 2.9 29 45 4 @6
Ciprofloxacino 500 2.37 @D 2972 7 267
750 2.96 *7 320.4 ®¢7

Tabla V. Concentraciones y T2 en suero humano tras la administracién de

amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino.

4. APLICACIONES CLINICAS

La efectividad de [as pautas de administracion de los antibidticos se ve influenciada
en gran medida por los efectos que las concentraciones de los antibidticos tienen en el lugar
de infeccion sobre la poblacién bacteriana dinamica tras una sola dosis y los efectos
acumulativos de dosis multiples intermitentes. Y estos efectos farmacologicos envuelven,
por un lado, a la tasa de actividad bactericida y a la extension de la supresion del
crecimiento de las bacterias en los tejidos y, por otro, al EPA (268), que de ser prolongado

permitiria, con dosificacion intermitente, que los niveles de antibidtico en suero y tejidos
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cayeran por debajo de la CMI durante un intervalo de tiempo considerable sin permitir el
recrecimiento bacteriano y la pérdida de eficacia del animicrobiano. Por otra parte, si bien
las concentraciones alcanzadas son, obviamente, una funcion de la cantidad de droga
administrada, también dependen de las caracteristicas farmacocinéticas de cada antibiotico
(269).

Numerosos estudios han demostrado que el tiempo que la concentracién de
antibiotico se mantiene sobre la CMI (T >CMI) se corresponde con una mayor eficacia en el
caso de los B-lactamicos (270, 271). Un estudio en el que se comparaban 14 cefalosporinas
administradas en una Unica dosis en un modelo de peritonitis neumococica en raton reveld
que el Unico parametro farmacocinético que se correlacionaba con la DE<q era el tiempo que
los niveles del farmaco superaban la CMI (272). Knudsen y cols. (258) confirman también,
utilizando un modelo de perntonitis neumocdcica en ratdon, que para S. preumoniae los
antibidticos (3-lactamicos son concentracion-independientes y es T >CMI el factor
determinante en la resolucion de una infeccion. Los efectos positivos de altas dosis de
amoxicilina para el tratamiento de otitis media por neumococos resistentes a penicilina en
ratones han sido demostrados por Barry y cols. (273); asimismo, este mismo efecto positivo
de elevadas dosis de amoxicilina ha sido demostradoe en un modelo de neumonia
neumocaécica por cepas resistentes publicado por Soriano y cols. (274), y también es
demostrado en el presente trabajo. En este sentido experiencias clinicas ya habian sugerido
que un aumento de la dosis de penicilina, siempre que este fuera tolerado por el paciente,
era suficiente para que esta droga presentara un efecto positivo frente a infecciones por
neumococos resistentes a penicilina (64, 275). Regimenes de dosificacion que aseguren
concentraciones de penicilina sobre la CMI de la bacteria que esta produciendo la infeccion
por el mayor intervalo de tiempo posible, como por ejemplo, frecuente administracion,
infusion constante o el uso concomitante de probenecid, se sugieren como la forma mas
eficaz de administrar esta droga para el tratamiento de infecciones causadas por

neumococos resistentes a penicilina.

En cambio, los aminoglicésidos y las fluorquinolonas parece que tienen ciertas
propiedades farmacocinéticas en comun que difieren de las de los B-lactamicos. Asi, la
capacidad bactericida de las fluorquinolonas se ha demostrado que es concentracion-
dependiente (276, 277, 278, 279). En este caso la dosificacién Optima para las quinolonas
seria la administracion de elevadas dosis tinicas que proporcionaran los elevados niveles en

suero necesarios para alcanzar el alto coeficiente Cmax/CMI necesario (280).
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Este trabajo pone de manifiesto la eficacia del uso de amoxicilina para el tratamiento
de la neumonia neumococica, y descarta el empleo de ciprofioxacino. Los estudios in vitro
reflejan una actividad mayor de amoxicilina/clavulanico que de ciprofloxacino sobre las
cepas de los serotipos 3 y 9, con excepcion de la cepa del serotipo 6 sobre la que
ciprofloxacino tiene una mayor actividad. Este efecto es mucho mas significativo y
apreciable ir vivo, donde ciprofloxacino, pese a alcanzar en lineas generales mayores
concentraciones en suero y pulmoén, fracasa en el tratamiento de la neumonia neumococica
en el raton, obteniendo sélo resultados también aceptables, pero inferiores a los
conseguidos con  amoxicilina/cavulanico, para la cepa del serotipo 6.
Amoxicilina/clavulanico, en cambio, muestra su eficacia para las tres cepas ensayadas,
incluso para la resistente, utilizando una dosts de 50 mg/kg que como ya hemos mencionado
es equiparable, en términos de concentracion alcanzada en suero, a la dosis de 500 mg de
amoxicilina que se suele administrar en adultos para el tratamiento de infecciones del tracto
respiratorio. Hay que destacar, que por una parte las dosis se administraban en intervalos de
doce horas y no de ocho, como ocurre en la practica clinica, lo que hace suponer que dosis
inferiores a esos 50 mg/kg serian eficaces si se administraran cada ocho horas, y que por
otra parte en €l caso de las cepas de resistencia intermedia (serotipo 6) y resistente (serotipo
9), los animales se hallaban inmunodeprimidos, con lo que es de suponer que dosis también
inferiores a esos 50 mg/kg serian eficaces en el caso de animales inmunocompetentes. Con
respecto a esto ultimo, existen publicaciones que sefialan como la neutropenia puede

debilitar la actividad ir vivo de algunos antibioticos 3-lactamicos (281).

Los datos recogidos por la experiencia clinica parecen respaldar lo anteriormente
expuesto. Friedland y Klugman (282), encontraron que la resistencia a penicilina no estaba
asociada con un aumento en la mortalidad en una serie de 208 nifios con bacteriemia
neumocotcica sin infeccidon en el sistema nervioso central y tratados con penicilina,
ampicilina o amoxicilina, y lo mismo ocurrié en un estudio con 504 adultos afectados de
neumonia neumocdcica llevado a cabo por Pallares y cols. (283). Un analisis de la literatura
revela pocos casos de presunto fallo del tratamiento de neumonia neumococica con
betalactamicos (284, 285, 286, 287) y de ellos s6lo uno, que fue tratado con cefazolin, fue
confirmado bacteriologicamente (286). Es por esto que muchos autores sigan considerando
las penicilinas como la droga de eleccidon para el tratamiento de la neumonia nemocdcica
(288, 289).

Existe una paradoja en el uso de penicilina o amoxicilina, ya que aunque por un lado
parece que son capaces de curar infecciones por cepas resistentes, por otro lado seleccionan
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las cepas resistentes y por tanto su uso favorece o predispone a la infeccion por estas cepas
resistentes. En opinioén de Klugman (290), un uso controlado y mas restrictivo de estos
antimocrobianos podria paliar en parte su capacidad para seleccionar mutantes resistentes.

Respecto a ciprofloxacino, hay muchas dudas respecto a su eficacia (291, 292, 293,
294, 295), aunque queda abierta la posibilidad del uso de nuevas quinolonas como

trovafloxacino, las cuales presentan una mayor sensibilidad frente al neumococo (250).
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Conclusiones

Del analisis de la metodologia utilizada y de los resultados obtenidos en cada uno de

los fendmenos estudiados, podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.- La actividad in vitro de amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino frente a S.
pneumoniae fue cepa dependiente, de modo que frente a la cepa del serotipo 3
amoxicilina/clavulanico presentd mayor actividad, frente a la cepa del serotipo 6
ciprofloxacino presentd mayor actividad, y frente a la cepa del serotipo 9 ambos

antimicrobianos presentaron una actividad semejante.

2.- Amoxicilina/clavulanico y ciprofloxacino indujeron un EPA significativo en las

tres cepas estudiadas, a excepcion de ciprofloxacino a 1| CMI para la cepa del serotipo 6.

3.~ La inoculacidn por via orofaringea se mostrd eficaz en la produccion de
neumonia neumococica, demostrando los estudios histologicos y los recuentos bacterianos

del pulmén la existencia de un proceso neumonico.

4.- La virulencia de cada cepa fue serotipo dependiente, necesitandose diferentes
indculos de cada una para producir la infeccion. La cepa del serotipo 3 fue la mas virulenta,

mostrando las cepas de los serotipos 6 y 9 una virulencia inferior.

5.- La cepa del serotipo 3 provocd mas rapidamente que las de los serotipos 6 y 9 la
aparicion de lesiones histologicas importantes en pulmon, ocasionando la cepa del serotipo
3 una neumonia abcesificante y las cepas de los serotipos 6 y 9 una neumonia mas

hemorragica.

6.- Un aumento de la CMI se correspondio con un aumento de las DEso y DEgp de

amoxicilina/clavulanico para S. pneumoniae.

7.- El retraso del inicio del tratamiento antimicrobiano supuso un descenso de la

eficacia de este, tanto para amoxicilina/clavulanico como para ciprofloxacino.

8.- Amoxicilina/clavulanico se mostré mas eficaz que ciprofloxacino en el
tratamiento de la neumonia neumococica para las tres cepas ensayadas, incluso para las que
presentaban resistencia a amoxicilina, en cvuanto a supervivencia, erradicacion de las

bacterias de los pulmones y negativizacion de hemocultivos.

9.- La existencia de infeccidn neumocodcica no modificd, en general, los parametros

farmacocinéticos Cmax, Tmax, Ty, y ABC ni para amoxicilina ni para ciprofloxacino.
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