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Introducción

1. NEIJMONIA

La neumonía se define como un proceso inflamatorio del parénquimapulmonar,

generalmentede origen infeccioso,y manifestadahabitualmente,por la apariciónde fiebrey de

unos síntomasrespiratoriosvariables, así como una expresión semiológicay radiológica

características.

Las neumoniaspresentanuna alta incidenciay una considerabemortalidad,en especial

en personasde avanzadaedado con algunaenfermedadde base.En los paísesindustrializados

sonla quinta causade mortalidady la primeraentrelas infeccionescomunitarias(1).

Las neumoníassepuedenclasificarsiguiendocriterios etiológicos,clínicos, radiológicos,

etc. Desdeun puntode vistapráctico,las neumoníassediferencian,en neumoníasadquiridasen

la comunidado extrahospitalariasy en neumoníasnosocomialesu hospitalarias.Las neumonías

de la comunidadsonlas queocurrenen sujetosqueviven en su domicilio y que no han estado

ingresadosen ningúnhospital en los sietedías previos, y tambiénlas queocurrenen pacientes

ingresadosquepresentanunaneumoníaantesde las 24 a48 horasdel ingresoen el hospital.Las

neumoníasnosocomialessonlas adquiridasenun hospitalo en cualquierotra institucióncerrada

y quesepresentatranscurridasal menos48 horasdel ingreso.

El agenteetiológico implicado más frecuentementeen las neumoníascomunítariaso

extrahospitalariases Sireptococcuspneumoniae(40-80%) (2-5). En muchamenorproporción

aparecen Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Staphylococcusaureus,

consideradosagentesde neumoníastípicas o convencionales.Otros agentesimplicados,

consideradosagentesde neumoníasatípicas, son Mycoplasrna pnewnoniae, Chlainydia

pneumoniae, Chlamydia psittacii, Coxiella burnetil, Legionella pneumophl/a y virus

respiratorios.La mayoría de las neumoníastípicas extrahospitalariasse producen por la

aspiración de microorganismospresenteshabitualmenteen la flora orofaríngea, o por la

inhalaciónde microorganismospatógenos.

En el caso de las neumoníasnosocomialesu hospitalarias,en pacientespreviamente

sanoscon escasosdías de ingresoes posibleque la causaseala misma que la de la neumonía

comunitaria:Streptococcuspneumon¡ae,Haemophilusinfluenzaeo Mycoplasrnapneumoniae

entre otros. En pacientescon más días de hospitalización los microorganismos más

frecuentementeimplicados son los bacilos gramnegativos(60-70%) (6, 7), especialmente

Pseudomonasacruginosay K¡ebsiellapneumoniae.Entrelos grampositivos,debeconsiderarse
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Introducción

Staphylococcus aureus(15%), el cual ha cobradouna mayor importanciaen los últimos años

por la apariciónde brotesintrahospitalariosresistentesa meticilina y aminoglucósidos(MARSA)

(7). La incidencia de Leg¡onelkzpneumop/-ñíavaría ampliamentecomo agenteproductorde

neumoníanosocomial,mientrasquelas neumoníasnosocomialesvíricasson poco importantes,

aunquese desconocesu verdaderaincidencia. A pesarde los progresosrealizados en la

prevencióny tratamientode estasinfecciones,las neumoníasnosocomialessiguen siendoun

importanteproblemaentrelos pacientescríticos, con unosíndicesde mortalidadelevados(8).

Los mecamsmospatogénicosde estasneumoníaspuedenser distintosen cadacaso, aunquela

causamásfrecuenteson las microaspiracionesdel contenidoorofaringeo,fenómenofavorecido

por la introducciónde microorganismosderivadade la manipulacióninstrumentalde las vías

aéreasdel paciente (intubación, fibrobroncoscopia,...). La existencia de una alteración o

disminución en los sistemasde defensamecánicose inmunológicos, también contribuye a la
proliferaciónlocal de las bacteriasaspiradasdesencadenandoel procesoneumónico.

En el casode los pacientesinmunodeprimidos,existeun riesgoelevadode infecciónque

abarcaun amplio abanicode posibilidadesetiológicas.Los microorganismosmásfrecuentemente

implicadosson las bacteriastanto grampositivascomo gramnegativas,seguidaspor patógenos

oportunistascomo virus: Citomegalovirusy Herpessimplex, parásitos:Pneumocysl¡scarinii,

Strongiloidesstercolaris y Toxoplasniagondil y hongos: Aspergillus spp., Candida spp., y

Cryptococcusspp. Otros microorganismosquepuedenverseimplicadosen estosprocesosson

Legionella spp., Nocardia spp., mícobacteriasy Rhodococcusequi. Tambiénse han podido

aislar en casosde neumoníasnosocomialesen pacientesinmunodeprimidosdiferentesespecies

debacteriascorineformes,comoCoiynebacteriumjeikeium,o C. pseudod¡phther¡cum.

El diagnósticoetiológicoprecisono seconsigue,en la práctica,en muchasocasiones.En

todo caso, cuandoseobtiene,seha iniciado ya tratamientoantibiótico. Así pues,ésteva a ser

siempreempíricoal inicio y su elecciónsebasaránecesariamenteen la supuestaetiologíay en la

sensibilidadantibióticade los patógenosinvolucrados.Dos hechosfUndamentalescondicionan

estaelección:en primer lugar, la peculiarsensibilidadantibióticade algunosde los principales

patógenosinvolucradosen la infecciónrespiratoria,a saber,pérdidaprogresivade sensibilidada

penicilina G del neumococo, la frecuencia creciente de resistenciaa los macrólidos, la

persistenciade tasasaltasde resistenciaa otros antimicrobianosclásicoscomo cloranfenicol,

tetraciclina y cotrimoxazol, la todavía poco conocida actividad de las nuevas quinolonas

fluoradasfrentea estepatógenojuntoa la resistenciaa betalactámicosclásicosde Haemophih¿s

influenzaeyMoraxellacatarrhah?v,debidaprincipalmentea la produccióndebetalactamasaspor

partedeestosmicroorganismos.
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Introducción

Al buscardirectricesquepuedanorientaral clínico a la horade elegir entrelos diferentes

antimicrobianosdisponiblesparaestaindicación,nosencontramoscon quelos estudios¡ti vitro

no son suficientes,mientrasquecon los ensayosclínicos controladosno podemosobteneruna

respuestaobjetiva debidoa la falta de documentaciónetiológicay a la benignidadde algunos

cuadrosclínicoscon una elevadatasade curación espontánea.Necesitamospues,estudios¡ti

vivoquesirvande nexodeunión entrelos estudiosdesensibilidad¡u vitroy los ensayosclínicos.

2. MODELOSEXPERIMENTALESDE NEUMONÍA

El uso de modelosanimalesde infeccionpulmonarparael estudiodel tratannentode la

neumoníabacterianaesnecesarioauncuandoestosentrañanalgunasdificultades.Esobvio que

la infecciónen el tejido pulmonartienecaracterísticaspeculiaresy bien diferenciadasde las que

tienen lugar en otros órganoso tejidos (9). Así, la patologíay dañosque seproducenen el

pulmón, la penetracióny farmacocinéticade los antimmicrobianosen el pulmón,o el sistema

inmune local del huésped,son específicosen el casode la infección pulmonar.Por tanto, es

imprescindibleel uso de modelosexperimentalesde neumoníaparala obtenciónde resultados

extrapolablesala clínicahumana.

Hay quetenerencuentaqueen animalesde laboratoriolas infeccionesenpulmónno son

tanfáciles de producircomolo sonen otrostejidos (piel, peritoneo,muslo,...).A pesarde ello,

se han diseñadounaamplia variedadde modelosanimalesde neumoníaen los últimos años,y

aunexistiendoimportantesdiferenciasentreellos, todostienencomoobjetivoscomunestantoel

estudio comparativo de la eficacia de diferentes antimicrobianos como el estudio de las

propiedadesfarmacocinéticasenrelacióncon la terapiaantimicrobianade estosagentes.

2.1. PERSPECTIVAHISTORICA

Los modelosanimales de neumoniase vienen utilizando desde hace muchos años,

pudiendodiferenciarsehistóricamentedosfases.Hastafinalesde los años50, el estudiode las

neumoníasestabacasiexclusivamentecentradoen las causadasporStreptococcuspnenmoniaey

eranproducidaspor inoculacióndirectaa travésde la tráqueade los animales.Entre finalesde

los 50 y principio de los 60, se desarrollarontécnicasmás avanzadaspara la inoculación

bacterianade los animales(aerosoles),permitiendoestosmétodosla infecciónsimultáneade un

4



Introducción

elevado número de ratones. Paralelamente,en estos años se produjo un aumento de la

importanciaclínicade las neumoníasproducidaspor gramnegativos,empezandoasí su estudio

en modelosexperimentales.

Los primerosestudiosconmodelosdeneumoníaestabandiseñadosparael estudiode la

patogénesisde la neumonia,asícomoparaprobarla eficaciadeantisuerosneumocócicos.En esa

épocael mayor problema consistíaen la dificultad de obtenerun modelo reproduciblede

neumonía,empleándoseparaello diversosagentesqueaumentabanla virulenciadel neumococo.

Así lo demuestranlas experienciasde Nungestery Jourdanaisen 1936 (10), autoresde uno de

los primeros trabajossobre el tema, que describencomo al inocular a los animalesuna

suspensiónde neumococoen un 5% de mucinagástrica,seaumentabala virulenciabacterianay

así se podían obtenermodelos reproduciblesde neumoníaen ratas. En 1941, Wood (11)

describía como el modelo de Nungestery Jourdanaispodía ser mejorado simplementecon

utilizar cultivos de neumococosenfaseexponencialdecrecimiento.Así, con estetipo de modelo

fije probadala eficacia de las sulfamidasen 1946 por Wood y Irons(12), o de la penicilina en

1956por Smithy Wood(13).

Posteriormente,como ya se ha dicho, la atención se centró en las bacteriasgram-

negativas,pasandoa un segundoplano las neumoníasneumocócicas.Se han utilizado tanto

diferentes especiesanimales(ratones, ratas, conejos, perros,...) como diferentes especies

bacterianas(Pseudomonasacruginosa,Klebsie1/apneumoniae, Haemophi/Ius¡nfluenzae,...) en

estosmodelos, obteniéndoseinteresantesresultadosen cuanto a la eficacia comparativade

diversosantimicrobianos.

Actualmente,las neumoníasproducidaspor Strepiococcuspneumoniaehan vuelto a

cobrarunagran importancia,debidoal graveproblemade la apariciónde cepasresistentesa la

penicilina. Por ello, nuevamenteseestán diseñandomodelosde neumoníaneumocócicaque

tratandeencontrarun tratamientoalternativoeficazfrentea estascepasresistentes.

2.2VVWOSDE MODELO

En la actualidadnos encontramoscon vanosmodelosde neumomaexpenmental.Las

diferenciasexistentesentreunosy otrosresidenfi.indamentalmenteen la vía de inoculacióny la

dosis de microorganismosinoculada, la especiey línea de animal utilizado y el método de

seguimientoy cuantificaciónde la infecciónproducida.
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2.2.1.Se2únvía de inoculación

En fUnción de la vía deinoculaciónutilizadapodemosdiferenciartresgrupos:

2.2.1.1.Inoculaciónintratrapueal

Este método consiste en depositarel inóculo directamenteen la tráquea tras su

exposiciónquirúrgica,unavezel animal esanestesiado.La exposiciónquirúrgicadela tráquease

lleva a cabo en condicionesde máxima esterilidad posible para evitar una infección como

consecuenciade la intervención.Dentrode la tráqueay a travésde una agujaacopladaa una

jeringa se depositaun volumen determinadode la suspensiónbacteriana.Posteriormentese

sutura la incisión y se colocaal animal en posiciónvertical para la completapenetracióndel

líquido en el pulmón.

Estaesla técnicatradicionalmenteutilizada, siendosu principal ventajael que se puede

obtenerun gradohomogéneode infecciónen todoslos animales,ya quesepuedeprecisartanto

la cantidadde inóculo comoel tamañodel mismo en cadaanimal y ademásse puedeasegurar

queel inóculo ha entradoenla traquea.

Existen varios autoresque siguen estatécnica.Así, hay estudiossobrela eficacia de

ceftazidimaenel tratamientode neumoníasproducidasporKlebs¡ellapneumoniaeen ratas(14,

15, 16) o de la patogénesisdePseudomonasacruginosaen cobayasinmunodeprimidos(17).

2.2.1.2. Inoculaciónporinhalacióncon aerosoles

Para este método hay que disponerde un aparatode aerosol.El animal se sitúa a la

salidadel flujo de airequelleva unasuspensiónbacterianaa unadeterminadaconcentración.

Estemétodo es el más cómodoy sencillo de todos. Además,tiene las ventajasde que

estaformade inoculaciónes la quemejor simula la forma natural de transmisión,y ademásel

tejido pulmonarno seve dañadopor la introducciónde un volumen anormalde líquido como

ocurreconlos otrosmétodos.
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Siguiendoestemétodode inoculaciónsehanhechoestudiosde la neumoníaproducida

por Legionellaen cobayas(18), o los de la eficaciade kanamicinaenel tratamientode neumonía

producidaporKlebs¡ellapneumon¡ae enratones(19).

2.2.1.3.Inoculaciónporvía orofarin2ea

Esta es la técnica descritapor Esposito y Pennington(20, 21), y que consisteen

suspenderverticalmenteal animal una vez anestesiado,y canular la tráqueacon un catéter

acopladoa unajeringuilla quecontienela suspensiónbacterianaa la concentracióndeseada.Se

debedetenerseguridadde quela cánulapenetraen la tráqueay no en el esófago.Superadoeste

problema,estatécnicamejoraa la primeraya quetiene sus mismasventajas,y ademáses más

sencillade realizaren cuantoa esfUerzoy a tiempo. Unavez se inoculaal animal, estese sitúa

primeroenposiciónverticalunosminutosparafacilitar queel inóculo penetreenel pulmón.

Posteijormente, otros autores han seguido esta técnica obteniendo interesantes

resultadossobrela eficaciade lasquinolonasen el tratamientode las neumoníasneumocócicas

en ratón (22, 23), o de la eficacia de algunos macrólidos en neumoníasproducidas por

Haemophilusinfluenzaeen ratón(24).

2.2.2.Se2únla especiedeanimalde experimentación

En lo referentea la especiede animal autilizar, las diferenciassongrandes,utilizándose

tanto ratonescomo ratas,cobayas,...El volumeny el tamaño del inóculo tambiénvaría según

autoresy segúnel microorganismoempleado.La dosisde antimicrobiano,rutade adíninsitración

y frecuenciacon queestase efectúaesotro factorquetambiénvariade unostrabajosa otros.

Todo estohacea vecesdificil la comparaciónde los resultadosobtenidosen cadamodelo.

2.3. PARAMETROSDEESTUDIO

En cuanto al método de seguimientoy cuantificaciónde la infección producida, los

parámetrosa estudiarpuedenserpartedeo todoslos siguientes:

- Porcentajesde supervivencia.
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- Cálculode la dosiseficaz50 y 90 (DE5o, DE90).

- Recuentode las U?FC/go ml de pulmónadiferentestiempos.

- Lesionesanatomopatológicasen pulmón.

- Hemocultivos.

- Farmacocinética:nivelesdeantibiótico ensueroy pulmón.

La utilización de modelos experimentalescomo los anteriormente descritos ha

contribuido indudablementeal conocimientode la patogénesisde los procesosrespiratorios,así

como al análisisde los diferentesparámetrosque condicionanla resoluciónde un procesode

infección pulmonar por un determinadoantimicrobiano. Así, estos modelos han permitido

realizarinvestigacionesque por razoneséticasson imposiblesde realizaren humanoso han

abiertocaminoshacialos ensayosclínicos en voluntarioshumanos,siendosiempreel objetivo

final el evitarfallosterapéuticos.

3. STREPTOCOCCLLS’PNEUMONJAE

3.1. INTRODUCCION HISTORICA

Ningunaotraespeciede microorganismopatógenoha sido estudiadatan extensamente

como £ pneumonioe.El estudiosistemáticode suspropiedadescomo agentede enfermedad

humanaha conducidoa los másimportantesdescubrimientosde la biologíamédica.Aislado por

primeraveza partir dela salivahumanapor Pasteuren 1881,en Francia,y porSternbergen los

EEUU, su relacióncon la neumoníalobar fUe establecidapocosañosdespuéspor Fraenkelen

Alemaniay Weichselbaumen Austria. El reconocimientode los distintos tipos serológicosde

neumococoen 1910 condujo a la obtención de antisuerosespecíficosy, con ello, al primer

tratamiento eficaz de la neumonía neumocócica. Siguieron luego las observaciones

fUndamentalesde Avery, Heidelbergery Goebbelsobrela estructuraquímicade los antígenos

capsularesy su papel en la virulencia bacteriana. El descubrimientode que los antígenos

capsulareseran carbohidratostuvo importantesefectos sobre la inmunología como ciencia,

puestoque sepensabaquetodaslas sustanciasinmunogénicaseranproteínas.Posteriormente

surgieronlas observacionesde Griflith, en 1928, relativasa quelas célulasde neumococode un

tipo serológico podíantransformarseen células neumocócicasde otro tipo ¡ti vivo. Aveiy,

MacLeod y McCarty descubrieronque el constituyentequímico de las células neumocócicas
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responsablede la reacciónde transformaciónessu DNA. EstehallazgofUe la llave que abrió la

puertaa la genéticamoleculary marcó el principio de la actual revolución de los conceptos

biológicos.

Durantelos últimos años,estemicroorganismoha recobradouna especialimportancia

debidoa importantescambiosen el comportamientode los neumococosfrentea los sucesivos

antibióticosquehansidoutilizadosen la clínica. Así, desdeel punto de vista de la salud pública

la importanciaepideiniológicadel neumococo,junto a la necesidadde vigilar los serotipos

productoresde enfermedaden cadapaís y la resistenciaa los antibióticosen uso, hacendel

neumococoun microorganismodegraninterés.

3.2. MICROBIOLOGíA DEL NEUMOCOCO

3.2.1.MorI’olo2ía

Debido a su aparienciamicroscópicaenforma de cocosovaleso lanceoladosasociados

típicamenteen parejas, los neumococosRieron denominadosDiplococcuspneumon¡aepor

Weíchselbaum,quienllevó a caboun extensoestudiodela bacteriologíade estemicroorganismo

en 1886(25).

Sin embargo,Sternbergen 1897, expresósu disconformidadcon esenombre,debidoa

que “estemicrococoen algunosmedios de cultivo es capazde formar cadenasde mayor o

menorlongitud, y es, de hecho,un estreptococo”(26). Experimentosposterioresbasadosen

reaccionesde transformación,demostraronla relaciónde los estreptococosy los neumococos

(27, 28), por lo que los neumococosfUeron incluidos en el géneroStreptococcus(Rosembach

1884) perdurandoel nombre específicode Streptococcus pneui’noniae hasta nuestrosdías

(Bergey’sManual,ga edición)(29).

La morfologíamicroscópica,cocosovalesde 1,2 a 1,8 ~ de diámetromayory 0,5-1,0

m de diametromenorunidosen parejaspor su extremodistal, quepresentantinción de Gram

positiva en cultivos jóvenes, recubiertos por una cápsula polisacáridaque puede teilirse

diferencialmentepor diversas técnicas (30) fUe utilizada como método básico para la

identificacióndelos neumococosenlas primerasinvestigaciones.

Asimismo, la presenciadecápsula,y sobretodo su patogenicidadparaconejosy ratones

perono paracobayos,fUe tambiénutilizadacomométodode caracterización.
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Actualmente,paradiferenciarlos neumococosde los estreptococosserealizanvanas

pruebasde laboratorio,entrelascualesdestacala lisis porbilis o salesbiliares(31), la sensibilidad

a la optoquina(32),la reacciónde quellung(33)y la incorporaciónde colina (34).

3.2.2. Condicionesdecrecimiento

Los neumococospresentanun crecimiento muy pobre en los medios de cultivo

ordinariosnecesitandomediosenriquecidoscon sangre,suero,glucosa,etc. Suscondicionesde

crecimientoencuantoatemperatura,pH y presenciade oxigenosonmásrestringidasquelas de

otros microorganismos,pudiéndoseleconsiderarcomo uno de los organismosmás lábiles y

exigentesenla prácticadiaria.

En relacióncon la temperatura,estemicroorganismocreceentre 25 y 420C, siendosu

temperaturaóptimade 370C, no observándosecrecimientoni a 100C ni a 450C. Asimismocrece

en un pH comprendidoentre6.5-8.3,siendoel pH óptimo de crecimientoentre7.4 y 7.8. No se

observacrecimientoa pH de 9.6.

Es un microorganismoanaerobiofacultativo que presentauna marcadatendenciaa

acumularperóxidode hidrógenocuandocreceen condicionesaerobias;porello, crecemejoren

unaatmósferaquecontengaun 10%de CO
2.

Trasincubaciónenagarsangreo agarchocolatedurante18 horasa 37
0Cen presenciade

5% de CO
2, aparecencoloniascirculares,pequeñasy elevadas,de 0.5-1 mm de diámetro, con

unasuperficielisay brillantey con bordeentero.Si serealizaunaincubaciónprolongada,la zona

centralde la colonia se puededeprimir por autolisis. En agarsangre,las coloniasserodeande

unazonade lisis eritrocitaríaincompleta,denominadahemólisisalfa. La morfología de muchas

coloniasde neumococoen agar sangrees muy parecidaa las colonias hemolíticasalfa de

5.viridatis.

Cuandose produceuna excesivasíntesisde polisacaridocapsular,frecuentementeen

cepasdel serotipo 3, se observancoloniasmucosasde aparienciacaracterísticaque pueden

alcanzarun diámetrode 3 mm.

Aunque son grampositivos durante la fase exponencialde crecimiento en medios

artificiales, se vuelven gramnegativosde modo progresivo al envejecerlos cultivos. Si la

incubacióncontinúa, disminuye el númerode células viablesy el cultivo tiende a clarificarse.
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Estoscambiossedebena la acciónde enzimasautolíticas,queprimerotransformanlas célulasen

gramnegativasy posteriormentecausansulisis.

3.2.3.Pruebasbioquímicasy de identificación

Las pruebasbioquímicasparala identificaciónde£ pneunhoniaeserecogenen la tabla1.

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE & PNEUMONIAE

CRECIMIENTOEN:

- Bilis esculina

- 6.5%CINa

- 5% Sacarosa

-450C

- 40%bilis

I-IIDROLISIS DE:

- Argiina

FERMENTACIONDE:

- Pimvato

- Arabinosa

—> Negativo

—> Negativo

—> Negativo

—* Negativo

—> Negativo

—y Variable

—> Negativo

-e.Negativo

FERMENTACIONDE:

- Esculina

- Glicerol

- Inulina

- Lactosa

- Manítol

- Celobiosa

- Rafinosa

- Sacarosa

- Sorbitol

- Trealosa

—> Negativo

—> Negativo

—> Positivo

—> Positivo

-e.Negativo

—* Positivo

-> Variable

—* Positivo

—* Negativo

—> Variable

Tablal. Pmebasbioquímicasparala identificaciónde£ pneumon¡ae.

Deentrelas pruebasbioquímicasenumeradas,la de sensibilidada la bilis y salesbiliares

ha sido y es todavíauna de las más importantesen la identificaciónde los neumococos,pero
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probablemente,la característicamás utilizada para la identificación del neumococo,sea su

sensibilidadala optoquina.

Sin embargo,la pruebaqueha ganadounamayoraceptaciónen la identificaciónde los

neumococosha sido la pmebade ‘quellung” descritapor Neufelden 1902 (33). Estatécnicase

utiliza, tanto para la serotipia de cepas,usandosuerosmonovalentesfrente a los 83 tipos

descritos,como en la identificación de aislados,para lo cual se utiliza un sueropolivalente,

denominadoOMM SERUM, quecontieneunamezclade antisuerosfrentea todosesostipos.

Otra pruebaquedebemosmencionar,sebasaen la característicade los neumococosde

incorporarcolina en contrastecon los estreptococos(34). Estatécnicaha sido descritapara

separarestasespecies,cuandolas cepasde neumococosson dificiles de identificar al no dar

reaccionesclarasconlas pruebasdescritasanteriormente.

3.3. ANALISIS ESTRUCTURAL

Los neumococospresentanla estructuraclásicade unabacteriagrampositiva, siendosu

característicamásdestacadala de estarrodeadapor unacápsulade naturalezapolisacárida.Por

su localizaciónexterna,la cápsularepresentael primer componentebacterianofrente al que

reccionanlos organismosinvadidos,desarrollandoanticuerposespecíficos.

La cápsulaes por ello, la envuelta más estudiadaen sus aspectosmorfológicos,

bioquímicosy fisiológicos. Sin embargo,existenevidenciasque indican que otras zonasmás

profUndas de la envueltacelular, podrían estar implicadas en procesosrelacionadoscon la

patogénesisdel neumococo.Estas envueltascomprendenla pared celular y la membrana

citoplasmática,ambasconteniendoestructurasde interésparala fisiologíadel microorganismo.

3.3.1.Cápsula

Las cápsulasdelos neumococosseobservanmásfácilmenteal suspenderlos organismos

capsuladosen tinta china. También se vuelven visiblescuandolas células son tratadascon el

anticuerpotipoespecífico,el cual, al combinarsecon el polisacáridocapsular,lo vuelverefráctil

(reacciónde “quellung”). La palabra“quellung”, en alemán,significa hinchazón.
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Las cápsulastiendenasermayoresdurantela faseexponencialde crecimiento,cuandola

síntesisdel polisacáridoesmáxima.En las últimas fasesde crecimiento, cuandola síntesisha

disminuido, las cápsulasdisminuyendebido a la difUsión del polisacáridoen el medio que los

rodea.

Las grandes cápsulasdel neumococotipo 3, de modo parecido a las de ciertos

estreptococoshemolíticos del grupo A, se tiñen metacromáticamente(rojo) con azul de

metileno.

Las cápsulasneumocócicasestáncompuestaspor grandespolímerospolisacáridosque

forman geleshidrófilos en las superficiesde los organismos.Estospolisacáridosson antigénicos

y forman la base para la separaciónde los neumococosen 83 serotipos diferentes. La

composiciónquímicade la cápsulaesvariable, incluso dentrodel mismo serotipo,y así aunque

seconocenlos componentesglúcidosde muchosde los carbohidratoscapsularestipoespecíficos

sólo han podido precisarsecon exactitudlas estructurasde unos pocos(tipos 3, 6 y 8). Por

ejemplo,la cápsulade neumococotipo 3 consisteenunidadesrepetidasde ácidocelobiurónico,

disacaridoformadopor ácidoD-glucurónicoy D-glucosaconectadospor enlacesglucosídicos

beta-1,4.El polímeropresentagruposcarboxiloslibres, lo cualcontribuyea la electronegatividad

del organismoencapsulado.

Los neumococos,generalmentecapsulados,pueden perder la propiedad de formar

cápsulapor mutación espontanea.Estaalteraciónse denominacomúnmente“mutación S-R”,

pueshacecambiarla superficiede las coloniasdeunatexturalisa (“smooth”) y brillante 5, aotra

relativamenterugosa(“rought”) R. Cuandoocurreestamutación,se produceuna pérdidade

virulencia frente al animal huésped , normalmentesusceptible. Se ha demostradoque los

mutantesdesprovistosde cápsula(avimíentos)son captadosy destmidospor los fagocitoscon

más facilidad que las célulascapsuladasde tipo salvaje (virulentas) (35), y estodeterminasu

incapacidadparaproducirunainfeccióneficaz.

Seha establecidouna relacióncuantitativaentreel tamañode la cápsulay la virulencia

de los neumococos(36). Así, los neumococostipo 3 que producencápsulasmuy grandesson

generalmentelos másvirulentosparalos animalesde laboratorioy el hombre.Las denominadas

“vanantesintermedias”de neumococoqueproducencápsulasde tamañosubnormalsonmenos

virulentasquelasvarianteslisas, peromásquelasvariantesrugosasde la mismacepa.
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3.3.2. Pared celular

El neumococoposeeunaparedcelulartípicade lasbacteriasgrampositivass,compuesta

fUndamentalmenteporpeptidoglicano(tambiéndenominadomureina)y ácidosteicoicos.

3.3.3. Membranacítoplasmática

En la membranacitoplasmáticaseencuentranlocalizadasproteínasa las queseatribuyen

actividadesenzimáticasimportantes,talescomoautolisinas,endonucleasas,proteínasactivadoras

e inhibidorasy proteínasfijadorasde penicilina(PBPso penicilin bindingproteins)(37, 38, 39).

Otro componente superficial importante que se fracciona con la membrana

citoplasmáticaesel antígenode Forssman(40, 41, 42), cuyo papely composiciónse detallará

másadelante.

3.4. ANALISIS ANTIGENICO

3.4.1. Antígenoscapsulares

Desdeantiguo seha admitido que el comportamientoantigénicode los neumococos

intactos,ensu estadonormal,estabadeterminadoporla naturalezade las cápsulasquerodeaban

las célulasbacterianas.

Se realizóun granavanceen el estudiode la estructuraantigénicadel neumococo,y de

las bacteriasengeneral,cuandoAveiy y Morgan(43)y Avery y Heidelberger(44), estudiaronel

tema desde el punto de vista químico. Mediante métodos de extracción, seguidos de

precipitaciónfraccionada,fUe posible separar¡os componentescapsularesque determinanla

tipo-especificidad,en un estadode purezaquímica. Estoscomponentesse identificaron como

polisacáridoscomplejosy se determinaronalgunasde las caracteristicasquímicasy fisicasde los

polisacáridoscapsularesde los trestipos clásicos.

La constitución química de algunos antígenoscapsularesde los nuevos tipos de

neumococos,todavíano se ha determinado.Sin embargo,se puedeasumircon seguridadque

cada tipo de neumococoestá caracterizadopor un polisacáridocapsular específicoque

determinasu comportamientoantigénico.Estos tipos se puedenidentificar por aglutinacion
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reacciónde quellung o por pruebasde precipitaciónrealizadascon un extractode las cápsulas

neumococales.

Algunos de estos polisacáridos de neumococos pueden existir en formas

inmunológicamentediferentes,o puedenseralteradosduranteel procesode extracciónquímica

y purificación.

3.4.2.Antíuenosno capsulares

PolisacáridoC: El polisacárido capsularno es, de hecho, el único constituyente

antigénico del neumococo.En 1930, se aisló otro componenteque presentabatodas las

reaccionesusualesde un polisacárido,no se inactivaba por digestión péptida o tríptica, y

producíaen hidrólisis, alrededorde un 30% de azucaresreductores,y conteníaun 6.1% de

nitrógeno.Sin embargo,difería del polisacáridocapsularenqueconteníaácidofosfórico. No era

tipo-específico,pero parecíacaracterizaral neumocococomo especie. Se le designacomo

“polisacáridoC” o somático,y separeceen algunosaspectosa los antígenosgrupoespecíficos

delos estreptococoshemolíticos.

Este carbohidratoespecie-específicoes el mayor componenteestructuralde la pared

celular de todos los neumococos.El polisacárido C es un polímero de ácido teicoico

conteniendofosfocolina como determinanteantigénico mayoritario. La fosfocolina es la

responsablede la aglutinaciónde los neumococospor ciertasproteínasdel mieloma(45) y de la

interaccióndel polisacáridoC con unabeta-globulinadel sueroen presenciade calcio; estabeta-

globulina llamada“proteina C reactiva” (46) no es un anticuerposino una proteínaque en la

sangrenormalse encuentrapresenteenbajaconcentración,perosu concentraciónes elevadaen

la sangredepacientescon enfermedadesinflamatoriasagudas.La uniónde la proteínaC reactiva

al polisacáridoC, puedeactivarel complementoy mediarla fagocitosis.

El polisacáridoC, ademásde fosfocolina, contiene N-acetil-galactosamina,glucosa,

fosfato,ribitol y diaminotrideoxihexosa.

Antí2eno de Forssman:Este antígenoes un ácido lipoteicoico que se pareceal

antígenopolisacáridoC ya quecontienecolina como constituyentedel ácido teicoico,pero se

diferenciaen que el antígenoF se encuentralocalizadoen el exterior de la superficie de la

membranacelular,dondeestáfUertementeunido a ácidosgrasos.
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El antígenoF separece,en grannúmerode propiedadesfisico-quimicasy fisiológicas,a

los ácidosteicoicosde membranade bacteriasGram(+) (41), y estosugierequeel antígenoF,

con una estructuraquímicacompleja,puedaconsiderarseun equivalentefUncional de los más

convencionalesácidosteicoicosde membrana.

El antígenoF es un potentey altamenteespecificoinhibidor de la autolisinahomóloga,la

cualesunaenzimaácido-N-acetil-murámico-L-lisinaamídasa(47). El hechode que el antígeno

F seaun potenteinhibidor de la autolisina,sugiereun papelfisiológico especificode los ácidos

lipoproteicosen la regulación“in vivO” de la actividad hidrolasade mureina en el organismo.

Además,el antígenoF realizatambién una importantefUnción en los procesosde adherencia

bacteriana.

ProteínaM: Constituidaspor úna serie de proteínastipo-espoecíficas,solubles en

ácido-alcohol, las proteínasM son importantesen la determinaciónde la heterogeneidad

antigénicade las cepasno capsuladas.

3.5. VIRULENCIA Y DEFENSASDEL HUESPED

Es bien conocidala colonización por & pneumon¡aede las membranasmucosasdel

tracto respiratoriosuperior(48), y ello tiene relación indudablementecon la existenciade una

gran proporción de portadoresentrelos individos sanos.Es indudable que se produceuna

penetraciónen los tejidos desdelos lugaresde colonizaciónen las membranasmucosas,pero su

mecanismode acciónaúnesoscuro.A pesardeesto,estácomenzandoaconocersela influencia

de los factoresde virulenciade estosmicroorganismosy de las defensasdel huésped.Pueden

contribuir a la virulencia algunos agentestóxicos producidos por 5. pneumoniae,así por

ejemplo,los neumococosproducenunatoxina hemolítica,denominadaneumolisina,la cual está

inmunologicamenterelacionadacon las hemolisinas O oxigenolábilesde los estreptococos

hemolíticos,Clostrid¡um tetauly Clostridiurn welchñ. Tambiénliberan, durantela autolisis, una

sustanciaproductorade lesionespuipúricasquecausahemorragiascutánease internascuando

seinyectaa los conejos(36).

No obstante,la virulenciade los neumococosno dependedirectamentede los factores

tóxicos, sino de la cápsulade polisacáridosque interfierecon la fagocitosis.La pérdidade la

cápsulada lugaraneumococossusceptiblesa la fagocitosisy, portanto, avirulentos.
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La resistenciadel huéspeda la infección dependede la rapidez con que las células

fagocíticaseliminan al microorganismoinvasor ya que los £ pneunzon¡aeson destruidos

rápidamentedespuésde la ingestión. Por tanto, la resistenciadel huéspeddependede la

activacióndel sistemade complemento(49), ya queestepromuevea su vezla fagocitosis.

En el huéspedsusceptible,los ácidosteicoicosde la paredcelulardel neumococoactivan

la vía alternativadel complemento;es probableque los polisacáridosneumocócicosno sean

capacesde activar estavía. En los huéspedesinmunes,los neumococosactivan la vía clásicaal

sersensibilizadospor anticuerposdirigidoscontrasu sustanciacapsular.Dadoquela activación

de la vía clásicarequiereanticuemosespecíficoscapsulares,estaseproducerelativamentetarde

durantela enfermedad,despuésde haber comenzadola síntesis del anticuerpoo tras una

infecciónposteriorcon el mismotipo capsular.

Independientementede la vía activada,el componenteC3b del complementoesel factor

activo quepromuevela fagocitosis,perosu eficaciaa esterespectodependede ciertasvariables,

siendola másimportantela localizacióndel C3b sobrela superficiebacteriana.Cuandoel C3b se

activapor la vía alternativa,se fija al parecera la superficiesubcapsularde la bacteria.En este

lugar,la cápsulaactúacomounabarrerafisicaparael reconocimientodel C3b por los fagocitos,

y el efecto de la opsonizaciónpor dicho factor disminuye o se pierde. Por otra parte, la

activaciónde la vía clásicada como resultadola producciónde C3b, queseasociajunto con el

anticuerpoa la superficie capsular,donde esreconocidopor los fagocitosal tiempo que se

provocala ingestión(50). Por tanto, la activaciónde la vía clásicapor anticuemoscapsulares

específicosesmuchomásefectivaquela induccióndela opsonízacióny, sirve comobaseteórica

parala inmunización.La activaciónde la vía alternativaes menoseficaz en estesentido,pero

puedepromoverla fagocitosissi se forman grandescantidadesde C3b. Existen diferenciascon

respectoa las distintascepasde neumococos,de modo que las queinducenla producciónde

cantidadesmayoresde C3b son opsonizadascon unaeficacia mayor y, por tanto, son menos

virulentas.

Hay quedestacarlos posiblesefectosde las respuestasdel huéspedsobreJapatogénesis

de las infeccionesneumocócicas.Comoya se ha mencionado,estasinfeccionesse caracterizan

por unareaccióntoxémicaaparente.Se cree,aunqueno seha demostrado,quela activacióndel

complementoy la acciónde las célulasfagocíticaspodríadar lugara unalesióninflamatoriadel

tejido; la activación de los componentesC3a y C5a, por ejemplo, estimula la liberación de

histamina y serotonina.El C5a es también quimiotáctico y estimula en los neutrófilos la

liberaciónde enzimasy de metabolitosoxigenadostóxicos; estassustanciasse liberan también
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durante la ingestión de las células bacterianas.Por tanto, existe la posibilidad de que se

produzcanlesionestisularesdurantelos procesosqueacompañana las respuestasdefensivasdel

huéspedfrentea las infeccionesneumocócicas(51).

3.6. CLASIFICACION SEROLOGICA

El principal método de clasificación de los neumococosse basaen la detecciónde

antígenospolisacáridosde la cápsulamediantepmebasserológicas,de lascualesla másutilizada

es la denominada“quellung” o pruebade hinchazónde la cápsula,aunquetambién sepueden

utilizar otras técnicas serológicas tales como aglutinación, co-aglutinación,

contrainmunoelectroforesis,etc.

Existen diferentesclasificacionesserológicasparael neumococo,como la américanao

como la clasificacióndanesao europeaqueestábasadaen las interrelacionesantigénicas(52).

Enla clasificacióndanesaexisten46 tipos y grupos(del 1 al 48, ya queel 26 y 30 no existenpor

razoneshistóricas).

3.7. INFECCION NEUMOCOCICA

Los neumococosseencuentranformandopartede la flora normal del tracto respiratorio

humanoenel 5 al 60%de la poblaciónsegúnlas diferentesestacionesdel año. La susceptibilidad

a la infecciónsueleestarprovocadapor unaseriede factoresde predisposiciónentrelos quese

incluyen la edadavanzada,existenciade inmunodeficiencias,nutrición inadecuada,exposiciones

graveso repentinasal filo, fatiga, consumode alcohol, diabetes,procesosinfecciososvíricos

como gripe, adenovirosisy fiebre Q, procesosbroncopulmonarescrónicos tributarios de

respiración asistida, y ciertas enfermedadescomo síndromenefrótico, Hodking y mieloma

múltiple.

Los neumococosson el principal agenteproductorde neumoníaen el hombrey sonun

patógenomeníngeoimportante,diseminándoseen amboscasospor vía sanguínea,produciendo

infección sistémica. También causaninfecciones locales como la otitis media, mastoiditis,

sinusitisparanasalo conjuntivitis.
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3.7.1. Neumonía

El neumococoes Jacausadel 40-80%de las neumoníasbacterianasde la comunidad,

teniendoun papelmuy inferior en las neumoníashospitalarias.Por lo general,se producenpor

aspiración,precedidasde infeccionesdelas vías respiratoriasaltasy pocasvecesporvíalinfática

o hemática, pudiendo provocar complicaciones importantes como consecuenciade su

diseminaciónlocal o por víahematógena,ocasionandoincluso la muerte,la cual sueleocurrir en

las fasesprecocesde la infeccion.

La lesiónmásfrecuenteenlos adultos,sueleserde distribuciónlobar,aunqueen niñosy

ancianos es habitual que se produzca bronconeumonía,caracterizadapor afectaciones

diseminadas.La imagen radiológicadel pulmón, revela una densidadhomogéneaen el área

aféctada,pudiendoocuparunoo varios lóbulosenteros.

El cuadroclínico se inicia bruscamentecon escalofríos,fiebre, tos, puntade costado,

disneay emisión de un esputo herrumbroso,en el que se observan hematíes,leucocitos

polinuclearesy diplococosgrampositivoscapsulados.En el 20-25%de los casosde pacientesno

tratados,se producebacteriemia,permaneciendolos cultivos positivosparaneumococodurante

los 3 ó 4 primerosdíasdela enfermedad.

Con frecuencia, el curso chico de la enfermedadpuede verse modificado por

complicacionesen el mismo pulmón (atelectesia,retraso en la resolución, abcesos), en

estructurasadyacentes(efUsión pleural, empiema,pericarditis), o en estructurasmás lejanas

(artritis, endocarditis,parálisisdel íleo y alteracionesdela fUnciónhepática).

3.8. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

El tratamientode la neumoníaneumocócicase ha basadodurantecasi 40 años,en la

utilización de la penicilina, debidoa la sensibilidadinicial de los neumococosa esteantibiótico.

Sin embargo,la apariciónde cepasresistentesapenicilina, ha alteradonotablementela situación

en los últimos años,por lo quehoy día resultanecesariola realizaciónde antibiogramascuando

seaislanneumococosen ralacióncon infeccionesgraves.

Ya aprincipiosde los años40, sehabíanaisladoen el laboratoriocepasde neumococos

resistentesa penicilina (53, 54), perohasta1967 en Australia no sedescribióel primer aislado

clínico resistente,el cual resultó ser de resistenciaintermedia a penicilina (0.6 ~tg/ml)y
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tetraciclina(5 pg/mI) (55). En 1971 enNuevaGuinea,frieron descritosmás casosde resistencia

(56), en 1974, un 12%de 518 aisladosde NuevaGuineaeranresistentesa penicilina (57), y en

1980un tercerapartede los aisladoseranresistentes(58).

El primer caso de infección producidapor un neumococoresistenteen EEUU, se

produjoen 1974 (59). En 1977 ocurrióen Suráfrica(60) un importantebrote convariasmuertes

en niñoshospitalizados;los neumococosaisladoseranaltamenteresistentesa penicilina (Civil =

4-8 gg/ml), presentando además resistencias múltiples. Estas cepas se extendieron

posteriormentea otros hospitales suraflicanos. A partir de este brote se intensificó la

investigación sobre resistencias,que se han ido describiendoen numerosospaises tanto

desarrolladoscomo envíasdedesarrollo(61).

En Europa,Españaesel paísen el queel índice de resistenciasdel neumococoes más

elevado,seguidode cercaporHungríay Polonia(62, 63).

Además de a la penicilina, los neumococoshan desarrolladoresistenciasa otros

antimicrobianoscomo la tetraciclina,sulfamidas,eritromicina, cloranfenicol, ... siendofrecuente

la presenciade resistenciasmúltiples(64, 65).

3.9. INMUNIDAD. VACUNAS

La inmunidad frente a las infeccionespor neumococosreside en anticuerpostipo-

específicosfrente al antígeno polisacarídico. La inmunización activa del hombre frente a

infecciones neumocócicasha sido una materia de gran interés desde los estudios de

inoculacionesen masarealizadosen 1918-1919.La gran cantidad de tipos capsularesy la

quimioterapiaimpidieron,sin embargo,el desarrollodevacunascon fines profilácticos.

La continuaincidenciade las enfermedadesneumocócicastanto enniños como adultos,

junto a la apariciónde cepasresistentes,condujoal desarrollo,a finalesde la décadade 1970,de

unanuevavacunapolivalentecontralos neumococos.En 1977 fUe patentadaen los EEUU una

nueva vacuna neumocócica, basadaen los serotipos más frecuentesencontradosen las

infeccionesde los adultos,que contienepolisacáridoscapsularespurificadosa partir de los 14

tipos de neumococospredominantes.Con objeto de aumentarla coberturade esta vacuna,a

mediadosde los años80 seincrementóel númerode antígenosquela constituíande 14 a23. Se

piensaque en las poblacionesinmunizadasla vacunaprotegefrente a un 70 a un 80% de las
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enfermedadesprovocadaspor estostipos. Aunquecon algunasreservas,la creenciagenerales

quelavacunaofreceunaproteccióncontralos gravesefectosde las enfermedadesneumocócicas

en ciertosgruposde riesgo(guarderías,enférmedadescrónicas,alcoholismo,leucemia,...).

4. ANTIMICROBIANOS

El ideal terapeúticoperseguidodesdela apariciónde los primerosantibióticos, ya fije

planteadopor el fUndadorde la quimioterapia,Ehrlich (1913),quienpostuló(66) que la eficacia

de un agentequimioterápicodebebasarseenlos siguientespuntos:

1O.~ SerfUertementeactivocontralos microorganismos.

2Ó.~ Serfácilmenteabsorbiblepor el cuerpo.
30 Seractivo enpresenciadetejidoso fluidos corporales.

40 Poseerun bajogradodetoxicidady, portanto,un alto índiceterapéutico.

50.~ No permitirel desarrolloderesistenciasenlos microorgamsmos.

Desdeentonces,los logros y éxitos han sido muchos,consiguiendola medicinauno de

los mayoresavancesen su historia, pero pese a ello, todavía no se ha podido encontrarel

antibiótico ideal que cumpla todos los postulados arriba mencionados,con lo que la

investigaciónen estecamposiguepresentandomuchosretosy metasquealcanzary superar.

El punto de partida de la historia de la investigaciónantimicrobianase situa en la

aparicióndela sulfanilamidahacia 1909. El posteriordescubrimientodela penicilinaen 1929 por

AlexanderFleming, y su posterioraislamientoy purificación en 1940porChainy su equipo,se

considerócomoel avancenecesarioparaquelos investigadorestomaranen serio la búsquedade

nuevassustanciasquepudieranteneractividadcontraotrosnncroorgamsmos.

Inicialmente, la principal Riente de sustancias antibióticas fUeron las bacterias

pertenecientesal grupo de Streptomyces, del cual se han obtenido antibióticos como la

estreptomicina,el primeroactivo frente a bacilosgramnegativosaerobios.A partir de muchasde

estassustanciasobtenidasnaturalmentese han logradootrasnuevaspor transformaciónqímica,

los antimicrobianossemisintéticos,que aventajana las primerasen algunospuntos como el

espectrode acción o su mejor farmacocinética.Posteriormente,apareció otro grupo de

antimicrobianosproducidospor síntesisquímica, talescomo el ácido nalidíxico y oxolónico,

etambutol,etc.,querevolucionarony dieronun nuevoempujea la investigaciónenestecampo.
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La clasificación de los antimicrobianosse puederealizar principalmenteteniendoen

cuentacriterios de estructuraquímica o criterios de modo de acción (67). Respectoa los

mecanismosde acción, todavía existen muchos puntos oscurosque resolver, pese a la

inestimableayudaqueel avancede algunasciencias,comola genéticao la bioquímicamolecular,

ha supuesto.

Con la apariciónde los fenómenosde resistenciaa los antimicrobianosen uso, también

se empezarona estudiar los mecanismosde resistenciade los microorganismosa estos

compuestos,temade la máximaactualidadhoy en día (68, 69, 70, 71).

4.1.BETALACTAMICOS

El término j3-lactámicoincluye atodaslas moléculasquecontienenen su estructuraun

anillo ¡3-lactámico, pudiendo ser naturales o semisintéticos, con actividad principalmente

bactericida,y de corto,medio o amplioespectro.

EstefUe el primer grupo de sustanciasanimicrobianasque sedesarrolló,comenzando

estedesarrollocon el descubrimientorealizadopor Fle¡ning en 1929 de la penicilina (72), y su

aislamientoposteriorpor Chain y cols. en 1940 de la penicilinapuray su preparacióna escala

industrial (73). En 1949,Florey y cols. (74) publicabanunarevisiónde la químicay producción

de la penicilinaG, y hacíanunasprimerasespeculacionessobresu formade acción.

Desdeentonces,hanaparecidomuchasnuevasmoléculas~-lactámicasen el mercadoy

actualmentepodemosclasificar los ~3-lactámicosen varios grupos: Penamaso penicilinas,

Penemas,Carbapenemas,Clavaruas, Cefemasy cefamicinas,Oxacefemasu oxalactamasy

Acetidinonas. De todos estosgruposnos centraremosen el de las penicilinasy en el de las

clavamasporperteneceraellosamoxicilinay ácidoclavulánicorespectivamente.

4.1.1. PENICILINAS

4.1.1.1.Estructuraquímica

Estructuralmentelas penicilinasresultande la condensaciónde un anillo betalactama

(anilo principal) y otro de tiazolidina (anillo secundario),compuestofUndamentaldenominado
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ácido 6-amino-penicilánico(6-APA) reflejado en la figura 1, que los hongos productores

fabricanposiblementepor la unión dedosaminoácidos,la valinay la cistina.

5

< C

CH NCH

CO N CH—COOH

Figura 1

Es necesariaparala actuaciónde las penicilinas la presenciade dicho ácido con su

estructuraíntegra, sin la ruptura del puenteC=O betalactámicoclave y límite necesariopara

mantenersu acciónantibiótica. Unido a este núcleobetalactámicoy en posición 6, portanun

grupo amido ligado a un radical ácido, conocidocomo cadenalateral de las penicilinas; la

estructura química de esta cadenaes la que distingue su espectroantibacteriano,ácido-

resistencia,sensibilidado resistenciaa las penicilinasasy capacidadde absorciónoral. Por otra

parte,el radical carboxilo unido al anillo tiazolidínico da lugar, segúnseneutralicecon sodio o

potasioo se esterifiquepor substanciasorgánicas,a la mayor o menor solubilidad total del

preparadoy, enciertoscasos,condicionatambiénsu absorcion.

4.1.1.2.Clasificación

Los numerososderivadosdel 6-APA se puedenclasificar en fUnción de su estructura

químicao en baseasu actividadantibacteriana.En basea lo primero,y atendiendoa la fUnción

del radical en posición 6, se distinguen tres gruposde penicilinas que quedanreflejados a

continuación(75):

1. ACIL-AIvIIDO PENICILINAS

Penicilinasnaturales

la.- PenicilinaG

1 .b.- Penicilinay
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2.-Penicilinassemisintéticas

2.a.-Análogosdela penicilinaV: feneticilina,propicilina,etc.

2.b.- Análogosde la penicilinaG: clometocilina.

2.c.- Establesfrente a la penicilinasaestafilocócica:meticilina, oxacilina,

cloxacilina,etc.

Aminopenicilinas:ampicilina, amoxicilina,etc.

Amplio espectroy activasfrentea P. acruginosa:carboxipenicilinas,

sulfopenicilinasy sulfoaminopenicilinas.

II. ACIL-UREIDO PENICILINAS

Semisintéticas, de amplio espectroy activas frente a P. aeruginosa: azlocilina,

mezlocilina,piperacilina.

III. AMIDIINO PENICILINAS

Semisintéticas,deamplio espectroy no activasfrentea P. aeruginosa:mecilinam.

4.1.1.3.Mecanismode acción

Las penicilinas,y en generaltodos los j3-lactámicos,interfierenla formaciónde la pared

celular bacteriana.La pared celular que envuelve las células bacterianasestáformada por

peptidoglicanoque constade péptidosde cadenacorta que se enlazany unen a un largo

polímero polisacárido constituido por unidadesalternasde ácido N-acetilglucosaminay N-

acetilmurámicocon unionesde tipo glicosídico f3-(l, 4), estandoel grupocarboxílo del ácido

muramico generalmentesustituido por una cadenapeptídica de aminoácidosD- y L-. Las

unionescruzadastienen lugar bien directamente(organismosgramnegativos)o medianteun

puenteinterpeptídico(organismosgrampositivos)entreel residuodiamino en posición3 de la

cadenapeptídicay D-ala en posición4 de la subunidadpeptídicaadyacente.En las bacterias

grampositivas,el peptidoglicanoestádirectamenteunido por enlacescovalentesal ácidoteicoico

o al ácido teicurónico.En las bacteriasgramnegativas,el peptidoglicanoestáunido de forma

covalenteauna membranaexternalipoproteica(76, 77).

La unión cruzada con eliminción del D-ala terminal se denomina reacción de

transpeptidación,las enzimasque catalizanesta reacción son las principales dianas de los

antibióticosj3-lactámícos.La eliminación del D-ala terminal esfUnción de las carboxipeptidasas,
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enzimastambiénsujetasa la inhibición por j3-lactámicos.La transglicosilacionque esresponsable

de la polimerizaciónde la cadenade glicano en peptidoglicanono es sensiblea los ~-lactámicos

(78).

Las dianascelularesparalos antibióticos j3-lactámicosson los enzimasque catalizanla

síntesis de las unionescruzadasde peptidoglicanode la pared celular. Estos enzimas son

proteínasfijadorasde penicilina (“penicillin binding proteins” o PBPs). Se han descritoocho

PBPslocalizadasen la membranainternade la paredcelular o en la membranacitoplasmática

(79).

Los compuestos ¡3-lactámicos tienen diferentes afinidades para varias PBPs y

dependiendode su unión específicaaunaPBPtienendiferentesefectossobrelas bacterias.Así

por ejemplo,la inactivacióndealgunasPBPs(PBP lA, IB, 2 y 3) provocala muertede la célula

bacteriana.Porel contrario,otrasPBPs(PBP 4, 5 y 6) no sonesencialesparala viabilidad de la

bacteriay su inactivaciónpormoléculasde ¡3-lactámicosno esletal parala bacteria(80, 81).

Como consecuenciade la interferenciade los j3-lactámicosen la formaciónde la pared

celular, estaquedalaxa, incompletay muy susceptibleal estallidoy rupturadebidoa las altas

presionesosmóticasejercidaspor el citoplasma(75). Además, se ha visto (82) que en 5.

pneumonkzelos ¡3-lactámicosinducenla liberacióndel ácidolipoteicoico,el cualactúacomo un

innhibidor del sistemaautolítico, lo cual permiteuna actividad incontroladade las autolisinas

(mureinahidrolasas)que conlíevaunadestrucciónde paredcelular seguidade una lisis celular.

Estemecanismopuedeactuaren otrosmicroorganismos(83).

4.1.1.4.Penetración

Los ¡3-lactámicospenetrana través de la membranaexternay del peptidoglicanopor

porosOmpFy OmpC en el casode lasbacteriasgramnegativas,ya que en estasla membrana

externaactúacomo una barrerahidrófoba,impidiendo el pasode sustanciashidrofihicas (84).

Unavez recorridoel espacioperiplásmico,se fijan sobreel lugarde acción (las PBPs).En el

caso de los grampositivos,al no poseermembranaexterna, los j3-lactámicosatraviesanel

peptidoglícanohastafijarsea lasPBPs(83).
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4.1.1.5. Mecanismosde resistencia

La resistenciaa laspenicilinaspuedeserdebidaavariosmecanismos:

1.- Alteracionesen la permeabilidad celular. Este mecanismo no se ha observadoen

grampositivos,mientrasqueha sido ampliamentedescritoen graninegativos(85, 86, 87). Las

alteracionesseproducenen pomaso en lipopolisacaridosasociadosa la membranaexterna,

impidiendo el paso de las moléculas. Esta disminución de la permeabilidadsólo produce

resistenciasmoderadas.

2.- Modificacionesde la diana.Se han observadoalteracionesen lasPBPsproducidas

por mutaciones, disminuyendosela afinidad de los ¡3-lactámicos por estas proteínas.

Normalmentesemodificanlas PBPsesenciales,como la 1, 2 y 3. Estemecanismoseha descrito

tanto en grampositivoscomo en gramnegativos,y la mayoría de los microorganismosque la

presentanno son productoresde g-lactamasas(88, 89, 90), siendo este el caso de 8.

pneumon¡ae.

3.- Producción de J1-Iactamasas.Son enzimas producidaspor las bacterias que

hidrolizan el enlaceamidacíclico del núcleodela penicilina, lo queconducea la producciónde

peniciloatos sin actividad bacteriana. Las ¡3-lactamasas pueden estar codificadas

cromosómicamenteo por plásmidosde resistencia.Las primeraspuedenser agrupadasen las

clases 1 y II de Richmond que correspondena las cefalosporinasasy penicilinasas

respectivamente,mientras que las segundaspuedenagruparseen j3-lactamasasde amplio

espectro,llamadastipo TEM y aquellasquehidrolizan másrapidamenteoxacilina (OXA 1, 2 y

3), carbenicilina(PSE1, 2, 3, 4) que correspondena las clases111 y V respectivamente.Estos

tipos producenmayorresistenciaa penicilinasque a cefalosporinas.Porúltimo, la claseIV de j3-

lactamasasde amplio espectro,son enzimascodificadascromosómicamente,por ejemplo,SHV-

1 yHIvIS-l (91).

En los organismosgrampositivos,las f3-lactamasasse segreganextracelularmente,su
síntesisestámediadaporplásmidosy la mayoríadelos enzimassoninducibles(92), mientrasque

en los gramnegativosse localizan en el espacioperiplásmicode la bacteria,y tienen origen

cromosómicoo bien plasmidico(93).

4.- Tolerancia.Seha observadoparaalgunos¡3-lactámicosy serefleja porun aumento

de la CMB aunquela CMI permanececonstante.Las bacteriasseinhiben en su crecimientopero

el antibióticono produceacciónbactericida.Puedeser debidoa un déficit de mureinahidrolasa
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por mutacióno porpersistenciadel represor,faltandoentoncesel mecanismobacteriolítico.Este

fenómenoapareceen£ pneumoniaeentreotrosmicroorganismos(94, 95, 96)

4.1.1.6.Farmacocinética

La absorciónoral varíamuchoparalas diferentespenicilinas,pero las concentraciones

séricasmáximassealcanzan1-2 horasdespuésdela ingestión.Difundenfácilmente,alcanzando

valoresterapeúticosenlos líquidosextracelulaesy en la mayorpartede los tejidos corporalesa

excepción del humor acuoso, la próstata y las meninges no inflamadas. No penetran

intracelularmenteni en el interior de los polimorfonucleares.La unión aproteinas(especialmente

a la albumina)osciladel 17% al 97% dependiendode que penicilinase trate, y tienen unavida

mediacortaqueoscilaentrelos 30-70minutos.

Se eliminan principalmentepor vía renal mediantefiltración glomerulary secreción

tubular(75,97).

4.1.1.7.Efectossecundariosy toxicidad

Los efectosmás comunesquepuedenaparecersontrastornosdigestivoscomodiarreas,

naúseas,vómitos, etc, alteraciones hematológicascomo anemia hemolítica, alteraciones

neurológicascomohiperreflexia,miocloniase irritabilidad muscular,y alteracionesde la función

renal o hepática.Además,puedenocasionarreaccionesalérgicasquevan desdeel prurito y la

urticariahastael shockanafiláctico(75, 97).

4.1.1.8.Indicaciones

Su administraciónestá indicada, siempre y cuando no existan resistencias,para el

tratamientode infeccionescutáneasy de tejidos blandos(heridas,abeesos,etc.), infecciones

respiratorias(bronquitis, neumonías,etc.), infeccionesotorrinofaringológicas(faringitis, otitis,

sinusitis, etc.), infecciones genitourinarias (gonococia, sífilis, cistitis, etc), infecciones

osteoarticulares,endocarditis,septicemias,meningitis, salmonelosis,fiebre reumática,y demás

infeccionescausadaspor microorganismossensiblesaellas(75, 97).
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4.1.2. CLAVAMAS

Son derivadosdel ácido 6-aminopenicilánicoque carecendel átomo de azufre en la

posición 1 del anillo secundariode tiazolidina,y en su lugar poseenuno de oxigeno(O), por lo

quedicho anillo esen realidadunaoxazolidina;ademásestáausentela cadenalateral acil-amino

en posición6.

Su nombre deriva del primer compuestodescrito, denominadoácido clavulánico,

obtenidoa partir de un cultivo de Streptomycesclavuligerus. El ácidoclavulánico tiene poca

acividad antibacteriana,pero es un potente inhibidor de las betalactamasasproducidaspor

muchosmicroorganismos;su acciónbloqueantede estasenzimases irreversibley progresiva,de

forma que, pequeñasconcentracionesdel farmacoimpiden la acción inactivantede las mismas

sobrelas penicilinasno resisentesaellas,con lo quesu asociaciónresultaintensamentesinérgica

(75).

4.1.3.AMOXICRINA/AUDO CLAVULANICO

La amoxicilinaesunapenicilinasemisintéticadeamplio espectroquemuestraun elevado

nivel de actividad bactericida frente a una amplia gama de bacterias grampositivas y

gramnegativas,pero que es inestableantebetalactamasasbacterianas(98, 99, 100). El ácido

clavulánicoesun inhibidor progresivodelasbetalactamasasbacterianas(101, 102)y escapazde

protegera Ja amoxicilinade su destrucción,“in vitro” e “in vivo” (103, 104). En la actualidad,

existen fórmulas comercialesen uso que reunenla amoxicilina y la sal potásicadel ácido

cavulánico,en proporcionesde2:1, 4:1 y 10:1.

4.1.3.1. Estructura química

Amoxicilina esel nombrecon el que se conoceal trihidrato del ácido6 ((amino(4-

hidroxifenil) acetil) amino)-3,3 - dimetil - 7 - oxo - 4 - tia - 1 - azabiciclo(3.2.0.) heptano2

carboxilico(Figura2).
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Ho <jjjjj?- ?H~CO —NH—CI-I C<5\CXCH3

NI-h NCH

CO—N CH—COOH.3H
20

Figura2

La sal potásicadel ácido Z - (2R,5R) - 3 (2-hidroxietiliden) - 7 - oxo - 4 - oxa - 1 -
azabiciclo (3.2.0.) - heptano- 2 - carboxílico es conocidacomo la sal potásica del ácido

clavulánico(Figura3).

C ___ ~CH2OHCH C~H

CO N CH—COOK

Figura3

4.1.3.2.Actividadantibacteriana

El ácido clavulánico por si solo muestraun nivel relativamentebajo de actividad

antibacteriana,tanto frentea las bacteriasgrampositivascomoa las gramnegativas.La actividad

de amoxicilina en presenciade ácido clavulánico, frente a las cepassusceptibles,no varia

respectoa la que se obtiene sólo con amoxicilina. En cambio, en cepasproductorasde

betalactamasas(tanto grampositivoscomo gramnegativos)la presenciade ácido clavulánico

aumentasignificativamentela sensibilidadde esascepasa la amoxicilina(105, 106). Sólo ciertos

bacilosgramnegativosproductoresdebetalactamasascromosómicasde la Clase1 deRichmond,

comoEnterobacterspp. y Pseudomonasacruginosa,son pocosensiblesa la adicciónde ácido

clavulánicoa la amoxicilina, ya que estasbetalactamasasno se inhiben fácilmentepor el ácido

clavulánico(107).
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Los microorganismosquepresentanotrosmecamsmosde resistenciaa la amoxicilina, no

sonsensiblesa la combinacióndeamoxicilinay ácidoclavulánico.

4.1.3.3. Factoresqueinfluyen en laactividaddeamoxicilina/acido clavuhinico

La actividadde amoxicilina/ácidoclavulánicopuedeverseafectadatanto “in vitro” como

“lii vivo” poralgunodeestosfactores:

- Medio de cultivo: En general, la actividadde amoxicilina/ácidoclavulánico no seve

afectadapor la composición de los medios de cultivo baceriológicosmás comunmente

empleados,y sólo seve reducidacuando se utilizan medios selectivoso suplementadosque

contenganazufre(105).

- pH: Los cambiosenel pH del medio de cultivo no afectana la actividaddel compuesto

(105). Amoxicilina esrelativamenteácido-estable(97).

- Suero:Ni la amoxicilina(18%)ni el ácido clavulánico(25%) se unen en proporción

elevada a las proteínas humanas séricas, por lo que su actividad no se ve afectada

significativamenteporlapresenciade suero(105).

- Inóculo:La actividadde amoxicilinaen presenciade ácido clavulánicoqo se modifica

de maneranotableporinóculosgrandes(105).

4.1.3.4. Indicaciones

Amoxicillna/ácidoclavulánicoestáindicadoen el tratamientode los procesosinfecciosos

producidospor microorganismosproductoresde betalactamasasy de los procesosinfecciosos

mixtos producidospor microorganismossensiblesa la amoxicilina y por microorganismos

productoresde betalactamasastales como infeccionesdel aparato respiratorio, otitis media,

infeccionesgenitourinarias, infecciones de la piel, tejidos blandos y óseos e infecciones

intraabdominales.
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4.1.3.5.Farmacocinética

La farmacocinéticade amoxicilinay ácidoclavulánicoesparecida,alcanzándoseniveles

séricosmáximosde ambos, alrededorde una hora despuésde la administración.Tiene una

absorción oral prácticamentecompleta. La unión a proteinas es baja, 18% y 25%

respectivamente,y la principal víade eliminaciónespor excrecciónrenal.

4.2. OIJIINOLONAS

El desarrollode estegrupo de sustanciasfUe lento, y se inició en 1962 con el

descubrimientoal azardel ácidonalidixico duranteel procesode purificación de la cloroquina

(108, 109). Su espectrode actividad “in vitro” era reducido, limitado a bacteriasaerobias

gramnegativas,con un perfil farmacocinéticodesfavorable,limitándosesu uso terapeúticoen

infeccionesdeltractourinario. Unadecadamástardeaparecieronotrosdoscompuestos,el ácido

oxolínico y la cinoxacina,los cualestambiénsevieron limitadosal tratamientode las infecciones

da las vías urinarias. Más tarde,aparecieronotrasmoléculas,como el ácido pipemidico y la

rosoxacina,con un radical piperazinil en posición7 queconfiere a la moléculaactividad sobre

Pseudomonas.Poco tiempo despuésse produjo un rápido avanceen el desarrollode otras

quinolonas,las nuevasfluoroquinolonasquecuentanconun átomo de flúor enla posición6, que

aumentasu actividadantibacterianay amplíasu espectrode acción, llegandoa comprenderlos

grampositivos.Estasmoléculas,en comparacióncon las más antiguas,son más activosy más

bactericidas,por lo que sonsuficientesdosismásbajasparael tratamiento.Se absorbenpor vía

oral en gradovariable,segúnel compuesto,alcanzándoseconcentracionesséricasmoderadas.

Los efectostóxicossonmenoresquelos producidosporel resto.

4.2.1.Estructuraquímica

Lasquinolonassonsustanciasbicíclicasque,comosepuedeveren la figura 1, tienenen

comúnunaestructuracentralconstituidaporun anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina,utilizando el

términoabreviadode4-quinolonaparadesignara la quinolonasustituida(110).
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o
COO i.- NAFTIRIUINAS

x = = = c
2.- CINOLONAS

X = N; X1 = C
3.-?IRIMIIJIN-FIRIDONAS

X X=’C;X1X11N

4.. QUINOLONAS

¡ 1 x=xI=xII=CR

Figura4

A estamoléculapuedeincorporarseunaseriede radicalesy sustitucionesqueinfluyen de

formaimportanteen suscaracterísticasy propiedades(111, 112, 113). El radical carboxilode la

posición3 y el grupocetónicode la posición4 sontotalmenteimprescindiblesparaejercersu

actividadantibacteriana,ya quesonnecesariosparala unión a la ADN girasa.

Las diferenciasestructuralesentre las distintasquinolonasradicantantoen el númeroy

posicióndelos átomosde nitrógenocomo en las cadenaslateralesy la presenciade flúor en su

molécula.Las sustitucionesen la posición 1 influyen en la afinidad por la ADN girasay, por

tanto, en la actividad antibacterianageneral. Las sustitucionesen la posición 2 afectana las

propiedadesfarmacocinéticas.El grupoamino en posición5 incrementala actividad“in vitro” y

favorece la absorción.La introducción de un átomo de fluor en posición 6 da lugar a un

incrementoen la inhibición de la ADN girasa, potenciandola penetraciónen el interior de la

bacteria,originandounamayoracción antibacterianasobremicroorganismosGram negativose

incluyendo en su espectroa bacteriasGram positivas. Este descubrimientoha llevado a la

búsquedade nuevasquinolonasqueincorporanun segundoátomohalogenadoo de nitrógenoen

posición 8, y que puedenser muy útiles por tener una mejor absorciónoral. El grupo

piperacínicoheterocídicoenla posición7, esel responsablede la penetracióny de la posibilidad

deadministraciónparenteral.
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4.2.2. Clasificación

4.2.2.1. Atendiendoa laestructuraquímica

1.- Naftiridonas:Acido nalidíxico y

2.- Cinolonas:Cinoxacíno.

3.-Pirimidin-Piridonas:Acido pipemídicoy ácidopiromidico.

4.- Quinolonas:

4.1.-Quinolonasno fluoradas:Acido oxoliico, acroxacino,tioxacino,

droxacino,miloxacino.

4.2.-Fluorquinolonas:

4.2.1.-Monofluorquinolonas:flumequina,norfioxacino,ofloxacino,

cíprofloxacino,pefloxacino,amilofloxacino,irloxacino,

pirfioxacino.

4.2.2.-Difluorquinolonas:lometioxacino,difloxacino,sparfloxacino.

4.2.3.-Trifluorquinolonas:temafloxacino,flerofloxacino,

tosufloxacino.

4.2.2.2. Atendiendoa la aparición en clínicay comercialización(114)

1.-Primerageneración:ácidonalidíxico, ácidooxolínoco,ácidopipemídico,ácido

piromidico, flumequina,etc.

2.- Segundageneración:ciprofloxacino,norfioxacino,fluoxacino, enoxacino,

pefloxacino,ofloxacino,amifloxacino.

3.- Tercerageneración:di- y tri-tluorquinolonas.

Actualmente, en Españaestá comercializadascuatro fluorquinolonas: norfioxacino,

ciprofoxacino,enoxacinoy ofloxacino.
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4.2.3. Mecanismo deacción

Desdesu origen seha consideradoquelas 4-quinolonasactúansobrela girasadel ADN

bacteriano(115, 116). No obstante,en los últimos añosha habido algunasaportacionesque

sugierenla existenciade mecanismosadicionalesque tambiénpodríanser responsablesde la

acciónantibacterianade estegrupodefármacos.

El puntode acciónde las quinolonasesla DNA-girasao topoisomerasaII, quecataliza

el superenrollamientonegativodel DNA bacteriano(117, 118, 119, 120). La topoisomerasaII

está compuestade cuatro subunidades(121): dos monómerosa (Subunidad A) y dos

monómerosf3 (Subunidad8) codificadosrespectivamentepor los genesgyr A y gyr B del

cromosomaen E. cali. La subunidadA de la topoisomerasaII actúa realizandoincisionesa

intervalosen sitios específicosdel DNA, y posteriormentelos unecorrigiendoestoscortes,todo

lo cual permite la formaciónde unasuperespiral,compactay apretada.La subunidad8 es la

responsablede la hidrólisis del ATP que se requiereen la acción. Las quinolonasbloqueanla

accionde la subunidadA, y tambiénes probablequela de la subunidad8. Estehechoprovoca

que el DNA no puedasituarseadecuadamenteen el interior de la bacteria,por problemade

espacio,y quela bacteriase elonguey posteriormentesedestruya(118).

Por otra parte, se ha comprobadola producción de exonucleasaspor parte de las

bacterias,las cualessepiensaqueproduciríanunarápida desintegracióndel DNA en todos los

sitios donde hubiesequedadoun cortesin unir, lo que daria lugar a múltiples roturasen el

cromosoma,con la consiguientemuerte celular (122). Esto requeridade síntesisde RNA

seguidade síntesisproteicaantesdequepudieraapreciarsela actividadde lasquinolonas,lo que

haceque la actividadbactericidade estasmoléculasseadependientede la síntesisde RNA y

proteínas.Paraexplicar la producciónde exonucleasassehacereferenciaa la existenciade una

fUerteinduccióndel genrecAdel mecanismoSOSde reparaciónde DNA (observadoenE. co/O

(123). La respuestaSOSesunarespuestade las bacteriasa determinadosagentesagresivosy se

caracterizaporla síntesisno replicativa(reparaciónel DNA) e inhibición de la división celular,lo

que da lugar a filamentación.La respuestaSOS, por tanto, es un mecanismodefensivode la

bacteriaparaevitar unalesión mayordel DNA, pero si la concentracióndel antimicrobianoes

grandeo actúadurantemuchotiempo, el fenómenode inducciónde la síntesisno replicativase

mantienemuchotiempoy seproducela muertecelular.

Este pareceser el mecanismoA, común a todas las quinolonas y bloqueadopor

rifampicinay cloranfenicol,y quecomohemosvisto, seríadependientede la división celulary de
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la síntesisde RNA y proteínas.Sin embargo,seha propuestoun segundomecanismo13 en el

caso de ofloxacino y ciprotloxacino (118, 124), que no es inhibido por rifampicina y

cloranfenicol,no necesitadelas proteínasbacterianasni dela síntesisde RNA y esindependiente

de la división celular.

Porúltimo, algunosestudioshanpropuestoque las quinolonasno seunenala subunidad

A de la girasasino queformanun complejocon estasubunidady el DNA, lo queimplicaríauna

interaccióndirectacon el material genético(125, 126). Cuatromoléculasdel antimicrobianose

uniríanal ADN e interaccionaríanentresi hidrofóbicamente,proponiéndoseunaunión a la grasa

medianteel carbono7 dela quinolona.

4.2.4. Penetracióny acumulaciónintracelular

La pe¡~etraciónen las bacteriasgramnegativasestá mejor estudiadaque para las

grampositivas,proponiéndoseque el pasode la membranaexternasería por difUsión pasivaa

travésde porosompF o bienvíafosfolípidos(127, 128).

Hay pocostrabajosque describencomo las quinolonasatraviesanla membranainterna

de la bacteria:unos(128, 129)consideranqueserealizapor difUsión pasivay otros(130, 131)

quedebeexistir un mecanismodetransporteactivo.

La acumulaciónde las quinolonasen el interior de la bacteriaes rápiday suponeuna

entradamáximadurantelos primeros10 segundos;la segundaetapaes más lentay se prolonga

durante30 minutos(132, 133).

4.2.5.Factoresqueinfluyen en laactividaddelas quinolonas

La actividad de las quinolonaspede modificarsetanto “in vitro” como “in vivo” por

determinadosfactores,entrelos cualessedestacan:

- Inóculo:Afecta de forma ligera a la actividadde las quinolonasfluoradasy de manera

másacusadaa las no fluoradas.
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- Medio de cultivo: El comportamientode las quinolonasessimilar seacual Itere el

medio utilizado aunquesehan encontradoalgunasdiferenciascuandocomparamosmedioscon

agary medioslíquidos(134).

- pH: De forma general puede afirmarse que la acividad de las fluorquinolonas

disminuye progresivamentea medida que desciendeel pH. Por el contrario, las quinolonas

antiguassuelensermásactivasapH bajo (124, ¡35).

- Iones: Hay unanimidaden considerarque la eficacia antibacterianadisminuye en

presenciade iones metálicos (134, 135) y se modifica más la actividad bactericidaque la

bacteriostática.

- Suero:Lasfluorquinolonastienen bajaafinidadpor las proteínasséricas,por lo quesu

actividadapenasseve modificada(134).

4.2.6. Esnectrodeacción

El espectrode acción de las quinolonasesamplio y varíadesdealgunasespeciesde

bacteriasgramnegativasde las primerasquinolonas,hastael aumentogradualaotrasbacteriasen

lasnuevassustancias;primerocontraenterobacteriasy otrosaerobiosgramnegativos,mástarde

frenteaciertosaerobiosgrampositivosy bacteriasintracelulares,y másrecientementecontralos

anaerobiosy ciertosprotozoos(136, 137, 138).

4.2.7.Mecanismosde resistencia

Las resistenciasa las quinolonas que se han encontrado son fUndamentalmente

cromosómicas,y puedenser dedosclases:

- Pormutacionesqueafectana la DNA girasa,y que principalmentese producenen el

gengyr A quecodificaparala subunidadA de la girasa(139).

- Por mutacionesque disminuyenla permeabilidadbacterianapor modificación de los

poros,probablementeporalteraciónde los lipopolisacaridosde la pared(140), queimpiden la

entradade estoscompuestosdentrodela bacteria.
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4.2.8. Farmacocinética

Las quinolonaspresentancaracterísticasfarmacocinéticasmuy similares entre si. El

tiempo de absorcióntras administraciónpor vía oral oscila entre 1 y 3 horas (141). Las

constantesde absorcióny eliminación sonindependientesde la dosisadministradapor lo queel
incrementode la ~ y el areabajo la curva(ABC) esproporciona]al incrementode la dosis.

La penetracióntisular de los agentesantibacterianosesimportanteparasu actividaden el

lugarde la infección. Puestoquela unión aproteinasséricasde las quinolonasesbajay su peso

molecularespequeño,las condicionessonfavorablesa la penetracióntisular. En general (142,

143, 144, 145),todaslas quinolonasseunena proteínasplasmáticasen un bajo porcentaje,15-

40%, independientementede las concentracionestotales plasmáticas,siendo la difusión y

penetraciónhisticasamplias(146), alcanzandoaltasconcentracionesen los tejidos periféricosy

fluidos orgánicos(líquido prostático,bilis, saliva, líquido cefaiorraquideo,secrecciónbronquial)

y oscilandosu volumen de distribución enre 1 y 3 1/kg. DifUnden bien en los exudados

inflamatorios(113) así como en el líquido amniótico y leche materna(147), con una elevada

penetracióntantoen macrófagoscomoenpolimorfonucleares.

La principal vía de eliminaciónes el riñón, tanto por filtración glomerularcomo por

secreción tubular activa, y en menor proporción por tracto gastrointestinal, aunquehay

variacionessegúnla quinolona.

4.2.9. Efectossecundariosy toxicidad

Generalmenteson pocos, considerándosea las lluorquinolonas como antibióticos

relativameneseguros(148). Lasreaccionesadversasmásfrecuentesafectanal aparatodigestivo

con naúseas,vómitos y diarreas. Con relación al sistema nervioso central se han descrito

temblores,vértigos,agitación,insomnios,somnolenciasy cefaleas.En la piel, se ha observado

prurito, exantemacutáneoy en algunoscasos,reaccionesdefotosensibilidad.
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4.2.10.Indicaciones

Suelenadmiistrarseparatratar infeccionesurinariasagudasy complicadas,infecciones

entéricas,respiratorias,osteoarticulares,de la piel y tejidos blandos,infeccionesde transmisión

sexuale infeccionessistémicasgraves(141, 149).

Respectoa las infeccionesrespiratorias,suelen administrarsepara el tratamientode

infeccionesrespiratoriasde origencomunitariocausadaspor gramnegativos,neumoníasintra- y

extrahospitalarias,sobreinfeccionespor Haemophiluso bacilosgramnegativosen bronquitis

crónica,bronquiectasias,o fibrosis quisticainfectadapor Pseudon¡onas. En los últimos aíios se

ha tratado de ampliar el uso de las quinolonasa las infeccionesrespiratoriasproducidaspor

grampositivos(150, 151).

4.3. CIPROFLOXACINO

4.3.1. Estructura química

Ciprofloxacino es el nombrecon el que seconoceal ácido-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-

dihidro-4-oxo-7(1-piperaziil)3-quinoleincarboxílico(Figura2), y se tratade unafluorquinolona

con estructura de 4-quinolona de origen sintética.

COOH

Figura5

O

NH
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4.3.2. Actividad antibacteriana

Ciprofloxacinoposeeun amplio espectrodeatívidad(136, 152, 153, 154)queabarcaa

casitodoslos gérmenesgramnegativos,incluidoPseudornoizasacruginosa,y muy especialmente

frenteal grupode las enterobacterias.Suacciónabarcatambiengérmenesgrampositivoscomo

por ejemplo estafilococosy estreptococos,incluidos los enterococos,algunosanaerobios,

Mycoplasma,Chlamydia,Rickettsiay Micobacter¡urn.

Actúa tantoenfasede crecimientoexponencialcomoenfaseestacionaria,disminuyendo

su potenciabactericidaa pH ácidoy no influyendolas condicionesdeaerobiosiso anaerobiosis

(154).

4.3.3. Farmacocínét¡ca

La absorcióndeciprofloxacinotrassu administraciónporvíaoral esbuena(75-80%)y

se producecon rapidezacanzandola ~ entre1 y 1,30 horashorasdespuésde su

administración(155, 156). Porvía intravenosala concentraciónséíicadisminuyerápidamente

(aproximadamentea la cuartapartede la dosis)en los primeros30 minutos(152). Su

distribucióntisular esmuy amplia(109).La penetraciónintracelularesbuenay el volumende

distribuciónen estadoestacionariooscilaentre2 y 3 1/kg, portanto, las concentracionesenlos

diferentestejidosorgánicossonelevadas.Launión a proteínasesbaja,20-28%.Seexcretapor

orinaen un 80-85%,lo cualexplicaporquese alcanzanconcentracionesmuy elevadasenonna.
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Objetivos

1O.~ Estudio de la actividad antimicrobiana de amoxicilina/clavulánico y

ciprofloxacinofrentea tres cepasde S. pneumon¡aede diferenteserotipoy sensibilidada

penicilina, medidaen CMII y CMB y mediantecurvasde letalidad.

2o.~ Estudio del efecto postantibióticode estosantimicrobianosfrente a las tres

cepasque seensayandespuésde su exposiciónadiferentesconcentracionesde los mismos.

30 Diseño de un modelo experimental de neumonía neumocócica en ratón,

estableciendolas mínimas dosis letales a utilizar con cada cepa así como las lesiones

histopatológicaspulmonaresproducidascon cadaunade las cepasensayadas.

40 Valoración de la eficacia de amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino en el

modelo experimentalde neumoníaneumocócicaen ratón, estudiandopara ello diferentes

parámetroscomoporcentajesde supervivencia,curvasde letalidad“in vivo”, negativización

de hemocultivos,y parámetrosfarmacocinéticos.
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Material y métodos

1. MATERIAL

1.1. MICROORGANISMOS

Lascepasutilizadasparala realizaciónde estetrabajofUeron 3 aisladosclínicos de

Streptococcuspneumoniaede diferenteserotipoy diferentesensibilidada penicilina:

- StreptococcuspneumoniaeM-17912,serotipo3 y sensiblea penicilina.

- SireptococcuspneumoniaeFJD-86, serotipo 6 y de resistenciaintermedia a

penicilina.

- Streptococcuspneumon¡aeFJD-75,serotipo9 y resistenteapenicilina.

La cepa del serotipo 3 fUe proporcionadapor el Itto. de Salud Carlos III de

Majadabonda,y las de los serotipos6 y 9 procedende la FundaciónJimenez¡Yaz de

Madrid, y seconservaronen placasde agarColumbiasuplementadocon un 5% de sangre

decordero(Biomerieux,SA.) aO 0C, llevándoseacaboresiembrasen medio frescocada3-

4 días,incubándosea 37 0C en unaatmósferacon un 5% de CO
2durante16-18horas.

1.2. ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianosutilizados en los ensayosfUeron: amoxicilinalclavulánicoy

ciprofloxacino,suministradosporBeechamSA. y BayerS.A., respectivamente.

El suministrode los fármacosserealizó en forma de polvo valoradocuyaspotencias

respectivasfUeron de 84,5% para amoxicilina, 95.3% para clavulánico y 85.6% para

ciprofloxacino. Los stocks fUeron preparadosde acuerdo con las instrucciones del

laboratoriofarmaceútico,y se separaronen alícuotasde 500 pi cadauna,conservándolasa -

18
0C hasta su utilización. Paracadaensayo seutilizó una alícuotaque se diluyó en el

diluyenteadecuadohastaconseguirla concentraciónrequerida.

En el casodeciprofloxacino,paralos ensayosñu vivo fUe utilizadaunasoluciónpara

infUsión de ciprofloxacinoal 0.2%de usohospitalario(BaycipBayer, SA.).
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1.3. ANIMALES

Seutilizaron ratoneshembraBALB/c pertenecientesal animalariodel Departamento

de Microbiologíade la Facultadde Medicina, de entre8-12 semanasde edad,y depeso20-

22g. Los animales se mantuvieron con aporte de comida y agua “ad libitum” y a

temperaturacostante,vigilandoqueno presentaranpatologíaalguna.

2. METODO

2.1. ESTUDIOSIN VITRO

2.1.1. Determinaciónde lasConcentracionesMínimasInhibitoriasy

Bactericidas(CMIs y CMBsI

Las CMIs frieron calculadasen caldo Todd Hewitt (Difco, SA.), porel métodode

Macrodilución en tubo (157). Paraello seprepararonuna seriede tubos que contenía1 ml

de caldo y concentracionesde antimicrobianoal duplo, es decir, cadatubo tenía doble

concentraciónque el siguiente. El tubo con mayor concentraciónera de 4 ng/ml y el de

menor, de 0.0075 ¡glml. El tubo control contenía1 ml de caldo sin antimicrobiano.A

continuación,seañadióa cadatubo 1 mi de inóculo. Estese preparóajustandola turbidez

de un tubo con solución salina y microorganismosen faseexponencialde crecimientoal

tubo n0 1 de la escalade Mc. Farland(3*108 UFC/ml) y diluyendo despuéshastaconseguir

unaconcentraciónde 1 Q5 UFC/ml en caldoTodd Hewitt.

La CMI secalculó, transcurridas18-24 horasen estufaa 37 0C y en una atmósfera

del 5% de CO
2, como la mínima concentraciónde antimicrobianocapaz de impedir el

crecimientovisible (turbidez)de la bacteriaen comparacióncon el tubocontrol.

Parael cálculo de la CMB, sesembraroncon un asade platino en placascon agar

Columbiasuplementadascon un 5% de sangrede cordero,unos 1 Ogí del contenidode cada

tubo con concentraciónde antibiótico superiora la CMI, y se incubaron18-24 horasen

estufaa 37
0C y en una atmósferadel 5% de CO

2. Se tomó como valor de la CMB la

concentracióndel tubo que habíadestruidoel 99.9%de los microorganismos.

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

amoxicilina/clavulanicoy ciprofloxacino,con lastrescepasde 5. pneumoniae.
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2.1.2.Curvasde letalidad

Las curvasde crecimiento-letalidadserealizaronduranteun periodode 8 horas,con

concentracionessuperioresa la CMI de los dos antimicrobianosy con un cultivo de

microorganismoscontrol.

Un cultivo ‘bvernight” de cadamicroorganismoen faseestacionariade crecimiento

fUe diluido hastaconseguiruna concentracionde 106 -10~ UFC/ml (absorbanciade 0.1 a

580 nm); este cultivo fUe repartido en 4 alícuotas,permaneciendouna de ellas como

control,mientrasquea las otrasseles añadieronconcentracionesde 1, 4 y 10 vecesla CMI

de amoxicilina/clavulánico(4:1) y ciprofloxacino, manteniéndosea 37 0C en baño de

agitacióndurante8 horas.Las curvasse elaborarona partir de recuentosbacterianoscada

doshorashastala Sa.

La concentraciónde microorganismossecalculó mediantela técnicade recuentoen

placa(157); estemétodoconsisteen haceruna dilución seriadadecimalen solución salina

(0,9%)del cultivo inicial, obteniendouna seriede tubos que contienencadauno 10 veces

menos concentraciónde bacteriasque el anterior. A continuación se sembraronpor

duplicado 25 pi de cadatubo en placasde agarColumbiasuplementadascon un 5% de

sangrede cordero, contándosea las 18-24 horasde incubaciónel númerode UFC/nil y

calculándoseentoncesla concentracióndel cultivo inicial.

Semidió el efectoantibacterianode cadaantimicrobianocalculandolos cambiosen

la viabilidad bacteriana,es decir calculandola diferencia entre el logí~ IJFC/ml de las

bacteriastratadasa lo largo del tiempo respectodel logio UFCIniI de las bacteriasal inicio

del experimento(T=0).

2.1.3. Efecto bactericida

Se utilizaron las curvas de letalidad parasu realización. Se consideróque existía

efectobactericida(ó máximamuertebacteriana),cuandoel descensoen las UFC/mI debido

al tratamientoantimicrobianofUe mayora 3 logío (158).
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2.1.4. Efectonostantibiótico(EPA

)

La cuantificacióndel EPA se realizó en un cultivo de microorganismosque se

expusierona la acción del antimicrobiano durante 2 horas, y comparandodespuésel

crecimientocon un cultivo control(159).

Los cultivos contenían 30 ml de caldo Todd-Hewitt al que se le añadieron

microorganismos en fase estacionaria de crecimiento (procedentes de un cultivo

‘bvernightj, hastaalcanzaruna concentraciónde 1 0~- 10~ UFC/ml (absorbanciade 0.1 a

580 nm). A continuación,los microorganismosfrieron expuestosa 1, 4 y 10 vecesla CMI

de amoxicilina/clavulánico (4:1) y ciprofloxacino. Para cada concentración y

microorganismose mantuvo un matrazcomo control, añadiendoel mismo volumen de

solución salina; todos los matracesse incubarona 37 0C en baño con agitacióndurante2

horas,momento en que se procedió a eliminar el antibiótico mediantelas técnicas de

centrifUgacióny posteriordilución (160). Paraello secentrifugó cadamatraza 3500 rpm

durante10 minutos,eliminándoseel sobrenadantey resuspendiendoel sedimentoen caldo

Todd-Hewittfresco.Estaoperaciónserealizódosveces,tantoen los matracesexpuestosa

antibiótico como en los controles.A continuación,se procedióa hacerunadilución 1:100

del contenido de cada matraz en otro que contenía caldo fresco. Para la cepa de

Sireptococcuspnetrnion¡ae del serotipo9, la dilución efectuadafUe 1:10. Después,los

matracesfUeronincubados7 horas,de nuevoa37 0C en bañocon agitación.

Todas las curvas de crecimientoy de EPA se elaborarona partir de recuentos

bacterianosque sehicieron cadahora desdeel tiempo O (eliminación del antibiótico) hasta

la 73 hora. Este proceso se repitió tres veces con cada antimicrobiano y cada

microorganismo.

El cálculo de la duracióndel EPA seefectuóutilizando la fórmula descritaporMc.

Donnald(161):

EPA=T-C

donde, T es el tiempo (en horas) que tarda el cultivo de microorganismostratadosen

incrementar1 Log
10 su concentracióna partir del tiempoO (eliminacióndel antimicrobiano),

y C es el tiempo (en horas) que tardael cutivo control en incrementar 1 Log~0 su

concentracióna partir del tiempo0.
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La duracióndel EPA setomó como la media de los tres expeimentos±el error

estándar,y seconsiderósignificativo si erasuperiora 30 minutds(161).

2.2. ESTUDIOSIN VIVO

Paralos estudios“in vivo’ se utilizó un

descrito por Esposito y Pennington (20),

modificacionesporAzoulay-Dupuisy cols. (22,

modelo experimentalde neumoníaen ratón

y posteriormenteutilizado con ligeras

162).

De las tres cepas de Streptococcuspneumoniaeutilizadas para provocar la

neumonía, la del serotipo3 resultó virulenta para los ratones,utilizándoseen ese caso

ratones inmunocompetentes.Las cepasdel serotipo 6 y del serotipo 9, resultaronno

virulentas para los ratones (163), por lo que hubo que utilizar ratones

inmunocomprometidoso neutropénicosen esoscasos.

2.2.1.Neutropenia

Los ratonesse inmunodeprimieroncon dosis de

(Genoxal.LaboratoriosFunk, SA.) porvía intraperitoneal

del experimento(día0) (164, 165).

150 mg/kg de ciclofosfamida

en los días4 y 1 previosal día

Previamentea la aplicaciónde estemodelo sehabíacomprobadola eficaciade la

ciclofosfamidacomoinmunodepresoren el ratón,alcanzandoun porcentajede reducciónde

leucocitos del 70-84% en el día del experimento(día 0), lo que permite prácticamente

anularel sistemainmunológicoy evitaruna posibleinterferenciaen la infecciónbacteriana.

2.2.2.Modeloexperimentaldeneumonía

2.2.2.1.Preparacióndel inóculo

El día anterioral del experimento(día 0) se preparóun inóculo de la bacteriaen

caldoTodd-Hewitt.Se incubóen estufaa37 0C y 5% de CO
2 durantetodala noche.El día

del experimentosepasóuna alicuota de esecultivo a caldo frescoy sedejó creceren un
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baño con agitación a 37 0C hasta alcanzarturbidez. Ese cultivo, cuyas bacteriasse

encontrabanen fase exponencialde crecimiento,fue centrifugadoa 3500 rpm durante10

minutos.El sobrenadantefue eliminado y el sedimentofue resuspendidoen soluciónsalina

(0.9%),volviéndosea repetir el procesode centrifugadión.El sedimentoobtenidode esta

segundacentrifUgación,fue resuspendidoen solución salina y se ajustó su concentración

midiendoabsorbanciaen un espectofotómetroa 580nm de luz visible.

2.2.2.2. Infecciónpulmonar

Los animalesfueron anestesiadosmedianteinyección intraperitonealde 0.18-0.2ml

de pentobarbitalsódico (0.65%). Una vez anestesiados,fueron suspendidosverticalmente

colgándolosde sus incisivos superiores,y fUeron canuladosorotraquealmentemedianteun

catéterflexible (AbbocathG-22),al que sele acoplóunajeringilla de 1 ml. A continuación,

se inocularon 60 pi de la suspensiónen solución salina de microorganismosen fase

exponencialde crecimiento.

Los animalespermanecieron5 minutosaproximadamenteen posición vertical, tras

lo cual fueron pasadosa sus jaulasy fueron colocadosen un ángulo de 450 paraevitar la

expulsióndel inóculo de los pulmones.En el transcursode 1-2 horasserecuperaronde la

anestesia.

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

experimento.

2.2.3. Determinaciónde la Mínima DosisLetal (MDL) paracadacepa

Secalculó esteparámetroparacadacepade Streptococcuspneumoniaeutilizadaen

esteestudio.Paraello, se hicieron lotes de 14-16 ratones,y a cadalote se le inoculó una

concentraciónde microrganismos,quefue de 103~106UFC/ml paralacepadel serotipo3, y

de l0~-10~ IJFC/ml para las cepasde los serotipos6 y 9. A continuación,se observaron

durante15 díaslos animales,apuntándosediariamentela mortalidadencadalote.

Se definió la MDL como la menor concentraciónde microorganismosa la cual

todos los animalesmueren(166). La concentraciónde microorganismosque correspondía
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con la MDL para cadacepa, fue la utilizada para todos los experimentosrealizados

posteriormente.

Por otra parte,y paradeterminarque el procesoneumónicoera causadoúnicay

exclusivamentepor cadauna de las cepasen estudio,y no por cualquierotro factor, al

realizar este experimento fue infectado un grupo control de animales (tanto

inmunocompetentescomo inmunodeprimidos),cadaunode los cualesfUe inoculadocon 60

j.tl de soluciónsalinaestéril.

2.2.4. Lesioneshistopatoló2icasen pulmón

Con objeto de estudiarlas lesionesqueseproducíanen el tejido pulmonar(17, 167)

como consecuenciade la infección neumocócica,un grupo de 10-15 animalesfue infectado

con la MDL decadaunade las cepasde £ pneumon¡ae.

A las 5, 19, 31 (19+12), 43 (19+24), 67 (19+48) y 91 (19+72) horas p.í. se

sacrificaron2 animalesde cadagrupo. También se sacrificarona esosmismostiempos 2

animalescontroles(inoculadoscon solución salina estéril). A cadaratón se le extrajo su

pulmónizquierdo (de un sólo lóbulo), el cual fue fijado en formol al 10%porun mínimo de

48 horas.A continuacióncadapulmón fine incluido en parafina, y se le realizaroncortes

longitudinalesde 7 um de espesorcon un microtomo (Jung Biocut. Leica). Los cortes

fueronteñidoscon hematoxilinay eosina,y estudiadosal microscopio.

2.2.5.Tratamientoantim¡crob¡ano

Tras inocular a los animalesy una vez estos se recuperabande la anestesia,se

separaronen lotesde 14-16ratones.El númerode lotesa utilizar paracadacepavariabaen

función de las dosis de antimicrobianoa ensayar,como se verá más adelante.Un lote

permaneciócomocontrol, mientrasqueal restoseles aplicó un tratamientoantimicrobiano.

El momentodel inicio del tratamientovariaba,segúnel tipo de estudioa realizar. Tanto

amoxicilina/clavulanico (4:1), como ciprofloxacino, fueron administrados por vía

subcutáneaen la parteinternadel muslo del animal. Para arnoxicilina/clavulánico(4:1) el

volumena inyectar fue de 0.1 ml cuandolas concentracionesfueron de (5:1.25 - 25:6.25)
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mg/kg, y de 0.15 ml cuandola concentraciónfue de (50:12.5)mg/kg. Paraciprofloxacinoel

volumenainyectarfue de 0.5 ml.

Al grupode animalescontrol, se le inyectó un volumenigual de soluciónsalinaque

el delantimicrobianoqueseestuvieraadministrando.

2.2.6.Curvasdesupervivencia

Paraamoxicilina/clavulánico(4:1) el estudioserealizóde la siguientemanera:

- Parala cepade Sireptococcuspneumoniaedel serotipo 3 se utilizaron 3 lotes de

14-16animalescadauno. Ungrupopermaneciócomo controly dosgruposfuerontratados

con dosisde (5:1.25) mg/kgy (10:2.5) mg/kg respectivamente,empezandoel tratamientoa

las 19 horas pi.. Asimismo, para estudiar la influencia del momento del inicio del

tratamientoen la supervivencia,treslotesde animalesfUerontratadoscon su DE90 ((5:1.25)

mg/kg)empezandoel tratamientoa las 5, 19 y 31 horaspi. respectivamente.

- Parala cepade Streptococcuspneumoniaedel serotipo6 seutilizaron 4 lotes de

14-16animalescadauno. Un grupo permaneciócomo control y 3 gruposfueron tratados

con dosis de (5:1.25) mg/kg. (10:2.5) mg/kg. y (25:6.25) mg/kg respectivamente,

empezandoel tratamientoa las 19 horaspi.. Asimismo, para estudiarla influencia del

momento del inicio del tratamiento en la supervivencia,tres lotes de animales fueron

tratadoscon su DE90 ((25:6.25)mg/kg) empezandoel tratamientoa las 5, 19 y 31 horaspi.

respectivamente.

- Parala cepade Streptococcuspneumoniaedel serotipo9 seutilizaron 5 lotes de

14-16 animalescadauno. Un grupo permaneciócomo control y 4 gruposfueron tratados

con dosis de (5:1.25) mg/kg, (10:2.5) mg/kg, (25:6.25) mg/kg y (50:12.5) mg/kg

respectivamente,empezandoel tratamientoa las 19 horaspi.. Asimismo, paraestudiarla

influenciadel momentodel inicio del tratamientoen la supervivencia,treslotes de animales

fueron tratadoscon su DE% ((50:12.5) mg/kg) empezandoel tratamientoa las 5, 19 y 31

horaspi. respectivamente.

En el casode ciprofloxacinosehicieron 4 lotes de 14-16animalesparacadacepa,

dejandoen cadacasoun grupocomo control, y tratando3 gruposcon dosisde 50 mg/kg

empezandoel tratamientoa las 5, 19 y 31 horasp.i. respectivamente.
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Tanto en el caso de amoxicilina/clavulánico(4:1) como de ciprofloxacino, e

independientementede cuando se iniciara el tratamiento, este consistió en 6 dosis

espaciadaspor intervalosde 12 horas.

Para¡a elaboraciónde las curvasde supervivenciaparacadacepay paracadadosis

de antimicrobiano,se anotarondiariamenteduranteun periódo de 15 días el númerode

animales de cada lote que sobrevivíanal proceso de neumonía.Con esos datos se

elaboraronlos porcentajesde supervivenciaparacadadosisde antimicrobiano,momentode

ímcío del tratamiento,cepay día, y se elaboraronlas curvas de supervivenciaenfrentando

esosporcentajescon el tiempo(en días).

2.2.7. Cálculode las DE~y DE90

Con los datos de supervivencia final obtenidos para cada dosis de

amoxicilina/clavulánicoempleadasy paracadacepa,cuandoel tratamientocomenzabaa las

19 horaspi., se calcularonlas dosiseficaces50 y 90 (DE50 y DE9o), definidascomo las

dosis de antimicrobiano (en mg/kg) necesariaspara alcanzarun 50% y un 90% de

supervivencia,respectivamente.Paraello seutilizó el método de Reed& Muench(168).

Posteriormente,fUeron las DE~ de amoxicilina/clavulánicopara cadacepa las que se

utilizaron para estudiar la influencia del momento del inicio del tratamiento en la

supervivencia,la elaboraciónde las curvasde letalidad bu vivo, los estudiosde presenciade

microorganismosen sangrey los estudiosfarmacocinétcos.

En el caso de ciprofloxacino no se calcularonestosparámetrosya que sólo se

ensayóla eficaciade unaconcentraciónde antimicrobiano.

2.2.8. Recuentodel númerodeUFC en los pulmones.Curvasde letalidad

¡JI V¡VO

.

Para cadacepay antimicrobianose determinóla concentraciónde bacteriasque

habíaen el pulmón en distintos momentosdel procesoneumónico.Para ello, se hicieron

lotesde 15-17animales,los cualesfueron infectadoscon cadauna de las cepasen estudio.

Sedejóun grupocontrolparacadaunade las cepasutilizadas,y los otros lotesrecibieronel
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tratamiento correspondiente, que se trataba de la DE% en el caso de

amoxicilina/clavulánico:

- Parala cepade Streptococcuspneumoniaedel serotipo 3 seadministrarona los

animalesdosisde (5:1.25)mg/kgde amoxicilina/clavulánicoy 50 mg/kgde ciprofloxacíno.

- Parala cepade Sireptococcuspneumoniaedel serotipo 6 seadministrarona los

animalesdosisde (25:6.25)mg/kg de amoxicilina/clavulánicoy 50 mg/kg de ciprofloxacíno.

- Para la cepade Streptococcuspneumoniaedel serotipo 9 seadministrarona los

animalesdosisde (50:12.5)mg/kg de amoxicilinaclavulánicoy 50 mg/kgde ciprofloxacino.

En todos los casosel tratamientoempezóa las 19 horasp.i. y consistióen 6 dosis

administradaspor vía subcutáneay espaciadaspor intervalos de 12 horas.A los grupos

control se les administróel mismo volumen de solución salinaque de antimicrobianoa los

grupostratados.

Se sacrificaron (por dislocación cervical) 3 animales infectados al inicio del

tratamiento(19 horaspi.), y sesacrificaron3 animalestanto del grupo control como del

grupoquerecibíatratamientoa las 8 horastras la ja inyección (27 horaspi.), a las 12 horas

tras la 2~ inyección(43 horaspi.), a las 12 horastrasla 4ú inyección(67horaspi.), a las 12

horas tras la
6a inyección (91 horas pi.), y en algunos casosa las 84 horas tras la 6a

inyección(163 horashoraspi.).

Despuésdel sacrificio de cadaanimal y con ayudade materialquirúrgico(pinzasy

bisturí) se extrajeronlos pulmonesdel ratón, los cualesse homogeneizaronen 5 ml de

soluciónsalina(0.9%),utilizando paraello un morterode porcelanaestéril al queseañadía

arenade mar estéril; a continuaciónsetomó el sobrenadantedel mortero y seprocedióa

realizarel recuentode microorganismospor el método ya descritode realizar diluciones

decimalesen soluciónsalina,de las quefueron sembrados25 pi en placasde agarColumbia

suplementadascon un 5% de sangre.Estasfueronincubadas18-24horasen estufacon un

5% de CO2. Tras realizar el recuento,los resultadosfUeron expresadosen UFC/ml de

homogeneizadode pulmón.Con estosdatosseelaboraronlas curvasde letalidad.

Semidió el efectoantibacterianode cadaantimicrobianocalculandolos cambiosen

la viabilidad bacteriana, es decir calculando la diferencia entre el logío IJFC/m] de

homogeneizadode pulmón de los animalestratadosa lo largo del tiempo respectodel logio

52



Material y métodos

UIFC/ml de homogeneizadode pulmón de los animalesal inicio del tratamiento(19 horas

p.i.).

2.2.9.Presenciademicroor2anismosen sanare

Con objeto de determinarsi sehabíaproducidoun pasode microorganismosde los

pulmones a la sangre, y si se había producido un proceso bacteriémico,y cómo el

antimicrobianoinfluía en ello, de cada animal sacrificado (ver punto 2.2.8.) se extrajo

sangrepor punciónintracardiaca,la cual fUe cultivada24-48 horasen CaldoTioglicolato

(Difco, S.A.). Transcurridoesetiempo,de los cultivos en los que se observócrecimientose

pasaronunos 10 ¡.tl con un asade platino a placasde agarColumbiasuplementadascon un

5%de sangreparaconfirmarla presenciade Sireptococcuspneunuon.’ae.

2.2.10.Determinaciónde los nivelesdeantímicrobianoensueroy pulmón

Los nivelesde amoxicilinay ciprofloxacínoen sueroy pulmón se determinaronpor

bioensayoutilizándoseel métodode difusión en agarde Grovey Randalí (15, 169, 170),

ligeramentemodificado y adaptadoa nuestrasnecesidades.En el caso de amoxicilina se

administróamoxicilina/clavulánico(4:1), ya que el ácido clavulánicono interfiereel ensayo

microbiológico de la amoxicilina y la amoxicilina no influye en la valoracióndel ácido

clavulánico (171). Los niveles de ácido clavulánico en suero y pulmón no fueron

determinados.

a) Elaboraciónde la rectaestándar

Parala preparaciónde cadaantimicrobianoel diluyenteutilizado fine PES (pH7.2-

7.4), siendolas concentracionesutilizadas: 0.12, 0,25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 75, 100,

200, 250, 500 ng/ml paraambosantimicrobianos.

Seutilizaron placasPetri de 15 cm de diámetroa las que se añadióunacapade 12

ml de agarIso-sensitest(Oxoid); una vezsolidificó estaprimeracapa,seañadieron6 ml del

mismo agar pero en el que habíasido sembradoen masaun microorganismopatróna una

concentraciónde I0~-10 6 IJFC/ml. El microorganismoutilizado fue Micrococcusluteus

ATCC 9341 paraamoxicilinay Escherich¡acali ATCC 25922 paraciprofloxacino.Unavez
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solidificadoel agar,seprocedióa hacerpocillos (4-5 porplaca) de 10.7 ±0.1mm con un

tubo de vidrio, extrayendoel trozo de agar con unaspinzas estériles. Cadapocillo fue

rellenado con 60 pi de una solución de cada antibiótico a distintas concentraciones,

realizándoseel ensayopor triplicado.

Se incubaronlas placasa 37 0C y, transcuridas24 horas, semidieron los halosde

inhibición con un calibre, realizándosecon los datos una regresiónlineal y una recta de

mAnimos cuadrados(rectaestándar)que relacionabael logaritmo de la cargay el diámetro

del haloen milímetros.

b) Muestrasde sueroy pulmonesde ratones

Los niveles de antimicrobianose determinaronen ratonessanos(controles)y en

ratonesinmunocompetentesinfectados.Paraello se administrarona cadagrupo de ratones

cada uno de los antimicrobianos en estudio. Para amoxicilina, se administró

amoxicilina/clavulánico(4:1) a las dosisde (5:1.25), (25:6.25)y (50:12.5) mg/kg, que se

correspondíancon las DE~ de cadauna de las cepasensayadas,y paraciprofioxacino la

dosisfue de 50 mg/kg. En amboscasosse trató de una monodosisadministradapor vía

subcutanea.Paralos ratonesinfectados,el antimicrobianose administró 19 horasdespués

de infectara los animalescon lacepade Streptococcuspneunuoniaedel serotipo3.

A las 0.5, 1, 2, 3, 5, 8, 12 y 24 horastras la administracióndel antimicrobianose

procedióa obtenerlas muestrasde sangrey pulmones.Para cadatiempo se utilizaron 3

animales,de los cualesseextrajola sangreporpunciónintracardiaca.Las muestrasde suero

seobtuvieronpor posteriorcentrifugaciónde la sangrea 3500rpm durante10 minutos.Una

vez los animales eran desangrados,se extrajeron los pulmones del mismo modo a lo

explicadoen el punto 2.2.8., y tras pesarlosse guardaronen tubos que contenían1 ml de

PBS.

Tantolos sueroscomolos pulmonesfueroncongeladoshastael día del experimento

(bioensayo),momentoen el que se homogeneizaronlos pulmonesy seprocedióa hacerun

“pool” (n=3) tantode los sueroscomo de los homogeneizadosde los pulmonesparacada

punto. A continuaciónseprocedióa rellenartres pocillos por tiempo de extracción,tanto

paralos sueroscomo paralos pulmones,en placasPetri preparadasde igual forma a la

explicadaparala rectaestándar.Trasincubacióna 37 0C durante24 horas, semidieron los
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halos de inhibición obtenidos y se calculó la concentración de antimicrobiano

correspondientemediantela rectaestándary la ecuaciónde regresiónlineal. Con estos

datosseprepararonlas gráficasde nivelesde concentraciónde antimicrobianoen suero

g/ml) y pulmón (i.tg/g) versustiempo (h) porcadaantimicrobiano,dosisy grupode ratones

(controleso infectados),y asimismosecalcularonparámetrosfarmacocinéticoscomo Cmax,

Tn,ax, ~ T>CMI y ABC.

2.3. ANALISIS ESTADíSTICO

Serealizó el siguientetratamientoestadístico(172), el cual se llevó a caboen la hoja

de cálculoMS-Excel5.0:

- Media aritmética y desviación estándarde los datos obtenidos en cada

experimento.

- T de studentparacompararla significaciónde los resultados.Las diferenciasse

consideraronsignificativasen los casosen los quela probabilidadde que las diferenciasse

debieranal azarfuerap = 0.05.

- Rectade regresión medianteel método de mínimos cuadrados para la elaboración

de la rectaestándaren los ensayosde farmacocinética.
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Resultados

1. ESTUDIOS IN VITRO

1.1. CONCENTRACIONES MíNIMAS INHIBITORIAS Y BACTERICIDAS

<CMIs Y CMBs

)

Las CMIs y CMiBs de los antimicrobianosestudiadosfrente a 5. pneumoniae

serotipo3, 5. pneumoniaeserotipo6 y 5. pneumoniaeserotipo9, se muestranen la tabla 1.

En el casode amoxicilina,seobservandiferentessensibilidadesen cadauna de las

cepas. Asimismo, se observaque el ácido clavulánico por si sólo, no presentaapenas

actividadantibacterianafrentea las tres cepasen estudio,y que no afectaa la actividadde

amoxicilina, ya que seobtuvieronlas mismasCIvlls paraamoxicilina/clavulánico(4/1), que

paraamoxicilina.

Paraciprofloxacino, seobtuvieronClvlls de entre0.5-1 mg/l.

Los valoresde las CMBs coincidencon los de las CMIs en el casode amoxicilina,

sin embargo,no coincidenen el casode ciprofloxacino,que son unadilución mayor quelas

CMIs.

1.2. CURVAS DE LETALIDAD

Las curvas de crecimiento-letalidadde los antimicrobianos en estudio están

representadasen las figuras 1, 2 y 3.

1.2.1. Curvas de letalidad deS.pneumoniaeserotipo 3

La figura 1, refleja la curva de letalidaddeS.pneumoniaeserotipo3, tratado con 1,

4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico(4:1) (fig. la), y ciprofloxacino (fig. ib). Los

cambiosen la viabilidad de 5. pneumoniaeserotipo 3 debido a la acción de estosdos

antimicrobianosseobservanen la tabla2.

El análisis estadístico(t Student)de estosdatosconfirmó que existíandiferencias

estadísticamentesignificativas(p=0.05)entrelos cambiosen la viabilidad bacterianade las

bacteriascontroly las bacteriastratadascon ambosantimicrobianos(tabla2).
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También se estudió (tabla 2), la existencia de diferencias estadísticamente

significativas (p =0.05) en los cambios en la viabilidad bacterianaentre las bacterias

tratadascon 1 y 4 CMT, las tratadascon 1 y 10 CMI, y las tratadascon 4 y 10 CMI en cada

tiempo y para cada antimicrobiano,encontrándoseque en lineas generales,para ambos

antimicrobianosexistíandiferenciasenel tratamientocon 1 y 4 CMI, y 1 y 10 CMI, pero no

habíadiferenciasentre4 y 10 CMII.

Asimismo (tabla 2), se estudió la existencia de diferencias estadísticamente

significativas(p = 0.05) en los cambiosen la viabilidad bacterianatras el tratamientoa cada

concentracióny tiempo con amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino, encontrándoseque

principalmenteexistían diferencias entre el tratamiento con amoxicilina/clavulánico y

ciprofloxacino,a favordel primero,a la concentraciónde 1 CMI. A 4 y 10 CMI, no existían

diferencias de forma generalizada, pero cuando existían eran a favor de

amoxicilina/clavulánico.

1.2.2. Curvasde letalidad de & pneumoniaeserotipo6

La figura 2, refleja la curvade letalidaddeS.pneumoniaeserotipo6, tratadocon 1,

4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico(4:1) (fig. 2.a), y ciprofloxacino (flg. 2.b). Los

cambios en la viabilidad de 5. pneumoniaeserotipo 6 debido a la acción de estos dos

antimicrobianosseobservanen la tabla3.

El análisis estadístico(t Student)de estosdatosconfirmó que existían diferencias

estadísticamentesignificativas(p =0.05)entrelos cambiosen la viabilidad bacterianade las

bacteriascontrol y las bacteriastratadascon ambosantimicrobianos(tabla3).

También se estudió (tabla 3), la existencia de diferencias estadísticamente

significativas (p =0.05) en los cambios en la viabilidad bacterianaentre las bacterias

tratadascon 1 y 4 CMI, las tratadascon 1 y 10 CMI, y las tratadascon 4 y 10 CMI en cada

tiempo y paracadaantimicrobiano,encontrándoseque para amoxicilina/clavulánicosólo

existendiferenciasentre 1 y 4 CMI, y 1 y 10 CMI a partir de la 6~ hora de tratamiento,

mientrasque para ciprofloxacinoesasdiferenciasocurrendesdela Y hora de tratamiento.

Paraninguno de los antimicrobianosseobservandiferenciasentre4 y 10 CMI.
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Asimismo (tabla 3), se estudió la existencia de diferencias estadisticamente
significativas(p = 0.05) en los cambiosen la viabilidad bacterianatras el tratamientoa cada

concentracióny tiempo con amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino, encontrándoseque

existían diferenciasentreel tratamientocon amoxicilina/ac.clavulánico y ciprofloxacino,y

siempreafavor del segundo,en la &‘ horade tratamientocon 1 CMI, y a partir de la Y hora

de tratamientoa lasconcentraciónesde 4 y 10 CMI.

1.2.3. Curvas de letalidad de & pneumoniaeserotipo 9

La figura 3, refleja la curva de letalidaddeS.pneumoniaeserotipo9, tratadocon 1,

4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico(4:1) (fig. 3.a), y ciprofloxacino (fig. 3.b). Los

cambiosen la viabilidad de 5. pneumoniaeserotipo 9 debido a la acción de estos dos

antimicrobianosseobservanen la tabla4.

El análisisestadístico(t Student)de estosdatosconfirmó que existían diferencias

estadísticamentesignificativas(p = 0.05)entrelos cambiosen la viabilidad bacterianade las

bacteriascontroly las bacteriastratadascon ambosantimícrobianos(tabla4).

También se estudió (tabla 4), la existencia de diferencias estadísticamente

significativas (p =0.05) en los cambiosen la viabilidad bacterianaentre las bacterias

tratadascon 1 y 4 CMI, las tratadascon 1 y 10 CMI, y las tratadascon 4 y 10 CMI en cada

tiempo y para cada antimicrobiano, encontrándoseque para amoxicilina/clavulánicono

existen diferencias, salvo entre 1 y 10 CMI en la Y y 8~ hora, mientras que para

ciprofloxacino existendiferenciasentre 1 y 4 CMI, y entre 1 y 10 CMI en todos los

tiempos,y sólo en la ga horapara4 y 10 CMI.

Asimismo (tabla 4), se estudió la existencia de diferencias estadísticamente

significativas(p = 0.05) en los cambiosen la viabilidad bacterianatras el tratamientoa cada

concentracióny tiempo con amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino, encontrándoseque

existían diferencias entre el tratamiento con amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino, a

favor del primero, a la concentraciónde 1 CMI. A 4 y 10 CMI, no existían diferenciasde

formageneralizada,perocuandoexistían(8~ horaa 10 CMI) erana favorde ciprofloxacíno.
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1.3. EFECTO BACTERICIDA

En la figura 4, serepresentan(como el valor absolutode la media) los cambiosde

viabilidad alcanzadoscon cadaantimicrobianoy concentraciónparacadacepa,señalándose

con unarectael puntoapartir del cual se alcanzael efectobactericida.

En la tabla 5, se observael tiempo exacto en horasen el que se alcanza(si se

alcanza) el efecto bactericida. En el caso de S. pneumoniae serotipo 3,

amoxicilina/clavulánicotiene efectobactericidatanto a 1, 4 ó 10 CMI, alcanzándoseeste

efecto antes a mayor concentraciónde antimicrobiano,mientras que ciprofloxacino sólo

tiene efecto bactericida a 10 CMI, y tarda 2 horas más en alcanzarlo que

amoxicilina/clavulánico(7.47h frentea 5.27 h).

Para5. pneunuoniaeserotipo6, amoxicilina/clavulánicono tieneefecto bactericidaa

ninguna de las concentracionesensayadas,mientras que ciprofloxacino si alcanzaefecto

bactericidatantoa 4 CMI (a las 5.19 h) comoa 10 CMI (a las 4.86 h).

Para 5. pneumoniaeserotipo 9, tanto con amoxicilina/clavulánico como con

ciprofloxacinoexisteefecto bactericidaa 4 y 10 CMI, pero con ciprofloxacinosealcanza

antesesteefecto.

1.4. EFECTOPOSTANTIBIOTICO

El efectoinducido “in vitro” sobreel crecimientode las trescepasde 5. pneurnoniae

tras una exposiciónde 2 horasa 1, 4 y 10 CMI de los dos antimicrobianosensayadosse

muestranen las figuras5, 6 y 7.

En la tabla6, semuestranlos valoresde EPA paracadacepay antimicrobiano.Se

realizó un análisis estadístico(t Student)con objeto de determinarsi existían diferencias

estadísticamentesignificativas(p = 0.05) entre las distintas concentracionesutilizadas de

cadaantimicrobiano en la inducción de un mayor EPA, encontrándose(tabla 6) que

amoxicilina/clavulánicoparalas cepasde los serotipos3 y 9 a la concentraciónde 10 CMI

producíamayoresEPAsque 1 CMI, no habiendodiferenciasen los EPAsinducidospor 1 y

4 CMI y por 4 y 10 CMI. Parala cepadel serotipo 6 tantoa 4 como a 10 CMI se inducía

un mayorEPA quea 1 CMI, no habiendodiferenciasentrelos EPAs obtenidoscon 4 y 10

CMI. Ciprofloxacinosólo produceun mayorEPA a 10 CMI que a 1 CMI parala cepadel
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serotipo3, mientrasque paralas cepasde los serotipos6 y 9 tantoa 4 comoa 10 CMI se

inducíaun mayorEPA quea 1 CMI, no habiendodiferenciasentrelos EPAs obtenidoscon

4 y 10 CMI.

Por otra parte, se determinó medianteanálisis estadístico(t Student) si existían

diferenciasen la duracióndel EPA producidopor amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino

en cadacepaensayada(tabla6), encontrandoqueno habíadiferenciasentrela utilizaciónde

ambosantimicrobianosen el casode la cepadel serotipo 3, que sólo habíadiferenciasa 10

CMI parala cepadel serotipo6, de maneraque ciprofloxacinoinducia un mayorEPA, y

que a 1 y 4 CMI amoxicilina/clavulánicoinducía un mayorEPA que ciprofloxacinoparala

cepadel serotipo9.

2. ESTUDIOSIN VIVO

2.1. DETERMINACION DELA MDL PARA CADA CEPA

En las figuras 8, 9 y 10 quedanreflejadoslos porcentajesde supervivenciade los

animalesinfectadoscon diferentesinóculosde 5. pneumoniaedel serotipo3, 6 y 9, en los

15 días siguientesa la infección. Como se puede ver en ellas, los animalesque fueron

inoculados con solución salina estéril, tano si eran inmunocompetentescomo

inmunodeprimidos,sobrevivíanal cabode esteperiodode tiempo, y los animalesinfectados

con cadaunade las tres cepasdel estudiotenian menorporcentajede supervivenciacuanto

mayorerala concentraciónde microorganismosutilizada.

En la tabla 7, se muestrael porcentajede supervivenciafinal (tras 15 días) obtenido

con cada inóculo y para cada cepa. En la tabla 8, se indica la MDL para cada

microorganismo,quecomo se puedever es másalta paralos serotipos6 y 9 que parael 3, a

pesarde estarinmunodeprimidoslos ratonesen esecaso.

2.2. LESIONESILISTOPATOLOGICASEN PULMON

El estudio de las lesionesanatomopatológicasdel pulmón reveló los siguientes

resultados:
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2.2.1. Grupo control

Los pulmonesde los ratonescontroles, a los que sólo les había sido inoculada

soluciónsalinaestéril, fueronestudiadosal igual queen los demásgruposa las 5, 19, 31, 43

(19+24),67 (19+48)y 91(19+72)horaspi., no encontrándosealteracionesen ningúncaso,

tanto si se tratabade ratonesinmunocompetentescomo inmunodeprimidos.Así, como se

puedeveren la figura 11, entodoslos casoslas lucesalveolaresestabanvacias,los tabiques

alveolarespresentabanun aspectonormal, y no existíareaccióninflamatoria.

2.2.2.Grupo1: Ratonesinfectadospor& pneumoniaeserotipo3

En estegrupoa las 5 horaspi. no se aprecianalteracioneshistopatológicas.A las 19

horaspi., apareceninfiltrados (leucocitos)inflamatoriosperibronquialesmínimos, y a las 31

horasp.i. sepuedenobservarabcesosperibronquialesmulticéntricoscon inflamaciónaguda,

observándoseabundantepresenciade leucocitospolimorfonucleares,tabiquesalveolares

rotos, fibras de colágeno sueltas, cuadro que en conjunto constituye una neumonía

abcesificante.

A las 43 (19+24)horaspi., como sepuedecomprobaren la figura 12, las lesiones

histopatológicas son máximas, apreciandose lesiones multicéntricas, masivas, con

destrucciónalveolar aunqueserespetala paredbronquial, lo cual constituyeuna neumonía

abcesificanteconfluyente.

2.2.3. Grupo 2: Ratonesinfectadospor& pneumoniaeserotipo 6

En estegrupo, desdelas 5 hastalas 43 (19±24)horasp.i. se puedeobservarque

aunqueno existe reacción inflamatoria, apareceuna hemorragiaintraalveolar parcheada

peribronquial,la cual se hacemás intensasegúnpasael tiempo. Además,a partir de las 3 1

horaspi. sepuedeobservaren algunaszonasenfisemay en otrasatelectesia.

A las 67 (19+48)horasp.i., se observaya una clara congestióny dilataciónde los

capilaresalveolares,y sedistinguen mallas de fibrina. A las 91 (19+72) horasp.i., como

indica la figura 13, las lesionesson máximas, siendo la hemorragiaintralveolar masiva,
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observándoseabcesosconfluyentesmulticéntricos,con destrucciónno sólo alveolar sino

tambiénde la paredbronquial,apareciendola zonacentraldel pulmónnecrosada.

2.2.4. Grupo 3: Ratonesinfectados por & pneumoniaeserotipo 9

En estegruposeobservanlas mismaslesioneshistopatológicasque en el grupo2, es

decir, aparecehemorragiaintraalveolardesdelas 5 horaspi., la cual se va intensificando

hastaalcanzara las 19+48 horas p.i. su máxima gravedad,momento en que aparece

acompañadade edema,enfisemaperiférico y destrucciónalveolary de la paredbronquial

(Figura13).

2.3. CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Las curvasde supervivenciade los animalesinfectadoscon cadauna de las cepasy

tratadoscon amoxicilina/clavulánicoo con ciprofloxacinoestánrepresentadasen las figuras

14 a25.

2.3.1. Curvas de supervivencia para & pneumoniaeserotipo 3

En la figura 14, se ve la supervivenciade los animalesinfectadoscon estacepay

tratados con (5/1.25) y (10/2.5) mg/kg de amoxicilina/clavulánico comenzando el

tratamientoa las 19 horasp.i., siendoestadel 100%en amboscasos.

En la figura 15, se observa la supervivencia utilizando (5/1.25) mg/kg de

amoxicilina/clavulánico,pero comenzandoel tratamiento a las 5, 19 y 31 horas pi.,

obteniéndoseel 100%, 100%y el 75%respectivamente.

En la figura 16 se puedeobservarel efecto del tratamientocon 50 mg/kg de

ciprofloxacinoiniciadoalas 5, 19 y 31 horasp.i., dondese obtuvoun 0% de supervivencia

en todos los casos.

Por último, en la figura 17, se representala supervivenciafinal alcanzadacon cada

dosisde antimicrobiano,y paracadatiempode inicio del tratamiento.
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2.3.2. Curvas de supervivenciaparaS. pneumoniaeserotipo 6

En la figura 18, se ve la supervivenciade los animalesinfectadoscon estacepay

tratadoscon (5/1.25), (10/2.5)y (25/6.25)mg/kgde amoxicilina/clavulánicocomenzandoel

tratamientoa las 19 horaspi., siendoestadel 27.27%,72.73%y 90.91%respectivamente.

En la figura 19, seobservael efectoen la supervivencia,utilizando (25/1.25)mg/kg

de amoxicilina/clavulánico,pero comenzandoel tratamiento a las 5, 19 y 31 horas p.í.,

obteniéndoseel 100%,90.91%y el 54,54%respectivamente.

En la figura 20 se puede observarel efecto del tratamiento con 50 mg/kg de

ciprofloxacinoiniciado a las 5, 19 y 31 horaspi., dondeseobtuvo un 81.81%,54.54%y

18.18%desupervivenciaen cadacaso.

Por último, en la figura 21, se representala supervivenciafinal alcanzadacon cada

dosisde antimicrobiano,y paracadatiempode inicio del tratamiento.

2.3.3. Curvasde supervivencia paraS. pneumoniaeserotipo 9

En la figura 22, se ve la supervivenciade los animalesinfectadoscon estacepay

tratadoscon (5/1.25), (10/2.5), (25/6.25) y (50/12.5) mg/kg de amoxicilina/clavulánico

comenzandoel tratamientoa las 19 horaspi., obteniéndoseel 0%, 21%, 52% y 90.09%

respectivamente.

En la figura 23, seobservael efectoen la supervivencia,utilizando (50/1.25)mg/kg

de amoxicilina/clavulánico,pero comenzandoel tratamientoa las 5, 19 y 31 horas p.í.,

obteniéndoseel 100%,90.09y el 54.54%respectivamente.

En la figura 24 se puede observar el efecto del tratamiento con 50 mg/kg de

ciprofloxacino,iniciadoalas 5, 19 y 31 horaspi., dondese obtuvoun 27,27%,0%y 0%de

supervivenciaen cadacaso.

Porúltimo, en la figura 25, se representala supervivenciafinal alcanzadacon cada

dosisde antimicrobiano,y paracadatiempo de inicio del tratamiento.
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En la tabla 9.a., se recogela supervivenciaalcanzadaal final de los 15 días de

observaciónpara cada cepa utilizando la dosis de antimícrobiano con la que mayor

supervivenciase alcanzó. Estos mismos datos se representanen la figura 26. Como se

puedeobservar,el tiempo transcurridodesdela inoculaciónde los animaleshastael inicio

del tratamientoinfluye en el éxito de este, pueses evidenteque en todos los casosun

retraso en el inicio del tratamiento significó una disminución en el porcentaje de

supervivencia.Así, en las tablas 9.b. y 9.c. se muestran las diferencias(en %) en la

supervivenciaentreiniciar el tratamientoa las 5 y las 19 horaspi., entreiniciarlo a las 19 y

31 horaspi. y entreiniciarlo a las 5 y 31 horaspi., paralas trescepasdel estudio.

En el casode amoxicilina/clavulánico(tabla9.b.), sólo paralacepadel serotipo3 se

obtuvo el mismoresultadode supervivenciatanto a las 19 como a las 5 horaspi.. Paralas

cepasde los serotipos6 y 9 los porcentajesde supervivenciaa las 5 y 19 horaspi. son muy

semejantes,aunqueligeramenteinferiores(entreun 9.09%y un 9.91%menor) paralas 19

horaspi.. En cambio, los porcentajesde supervivenciaobtenidosparatodaslas cepasa las

31 horaspi. con amoxicilina/clavulánico,sonentreun 25%y un 36.37%inferioresrespecto

a los alcanzadosa las 19 horaspi., y hastaun 45.46%inferioresrespectoa los alcanzados

cuandoel tratamientoseinició a las 5 horaspi..

En el casode ciprofloxacino(tabla9.c.}, esteefectoestodavíamayor, puesya entre

las 5 y 19 horaspi. se observaun descensodel 27% en la supervivenciaparalas cepasde

los serotipos6 y 9, alcanzándoseen el caso de la cepadel serotipo6 una diferenciadel

63.63%enla supervivenciasegúnseinicie el tratamientoa las 5 o31 horaspi..

Tabla 9.b.: Diferencia (en %) en la supervivencia alcanzadasegúnel momento del inicio

del tratamientocon amoxicilina/clavulánico.
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CIPROFLOXACINO

5h-19h 19h-31 h 5h-31 h

& pneumoniaeser 3 -

& pneumoniaeser 6 27.27% 36.36% 63.63%

S. pneumoniaeser9 27.27% 27.27%

Tabla 9.c.: Diferencia(en %) en la supervivenciaalcanzadasegúnel momento del inicio del
tratamientocon ciprofloxacíno.

Por otra parte, si se comparanamoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino, se puede

decir que el primero es más eficaz, ya que como se observa claramente con

amoxicilina/clavulánicolos porcentajesde supervivenciasonmayoresen todoslos casos.En

la tabla 9.d., se han calculadolas diferencias(en %) entre la supervivenciaobtenida,para

cadacepay tiempo de inicio del tratamiento,paralos dos antimicrobianosutilizados.Parala

cepadel serotipo3, el tratamientocon (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulánicoes un

100%más eficaz que el tratamientocon 50 mg/kg de ciprofloxacino independientemente

queel tratamientoseiniciara a las 5, 19031horaspi.. En el casode la cepadel serotipo6,

el tratamientocon (25/6.25)mg/kg de amoxicilina/clavulánicoes un 18.19%máseficazque

el tratamientocon 50 mg/kg de ciprofloxacinocuandoel tratamientose inicia a las 5 horas

pi., y el porcentajeaumentaa un 36% cuandoel tratamientoseinicia a las 19 o 31 horas

pi.. Por último, para la cepa del serotipo 9 el tratamiento con (50/12.5) mg/kg de

amoxicilina/clavulánicoes un 72.73%,90.09%y 54.54 % másefectivo que el tratamiento

con 50 mg/kg de ciprofloxacinosegúnel tratamientoseiniciara a las 5, 19 o 31 horaspi..

La eficacia de amoxicilina/clavulánicorespectoa ciprofloxacino es mayor para todas las

cepasensayadas,inclusosiendomenoreslas dosisensayadasde amoxicilina/clavulánicoque

de ciprofloxacinoparalas cepasde los serotipos3 y 6.
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AMOXICILINA/CLAVUL. - CIPROFLOXACINO

5h (AIC) - Sh (C) 19h (A/C) - 19h (C) 31h (A/C) - 31b (C)

& pneumoniaeser 3 100% 100% 100%

&pneumon¡aeser6 18.19% 36.37% 36.36%

& pneumoniaeser 9 72.73% 90.09% 54.54%

Tabla 9.d.: Diferencias

(MC) y ciprofloxacíno.

(en %) entre la supervivencia obtenida con amoxicilina/clavulánico

2.4. DE~0 Y DE~

Las DE50y DE90 de amoxicilina/clavulánicoparalas cepasde los serotipos3, 6 y 9,

empezandoel tratamientoa las 19 horasp.i., aparecencalculadasen la tabla 10.

DE5o (mg/kg) DE90(mg/kg)

S.pneumon¡aeser3 =5/1.25 <5/1.25

& pneunioniaeser 6 7.08/1.77 23.71/5.93

S. pneumoniaeser 9 23.99/5.99 49.92/12.48

Tabla 10. DE50y DE90 de amoxicilina/clavulánicoparalas 3 cepasensayadas.

La DE50 y DE90 de amoxicilina/clavulánicoparala cepadel serotipo3 no sepudo

calcular,al obtenersecon la menordosisempleada(5 mg/kg)unasupervivenciadel 100%.

Como ya se mencionó en el capítulo de material y métodos, para estudiar la

influenciadel momentodel inicio del tratamientoen la supervivencia,la elaboraciónde las

curvasde letalidad in vivo, los estudiosde presenciade microorganismosen sangrey los
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estudiosfarmacocinétcos,seutilizaron las DE90 de amoxicilina/clavulánico,Paraello, estas

seredondearona 5, 25 y 50 mg/kg. Además,la DE50 paraamoxicilina/clavulánicoparala

cepadel serotipo6, seaproximaa la dosis ensayadade 10/2.5 mg/kg. Asimismo, la DE50

parala cepadel serotipo9, seaproximaala dosisensayadade 25/6.25mg/kg.

2.5. CURVAS DE LETALIDAD IN VIVO

Las curvas de letalidad “in vivo” para .51 pneumoniaeserotipo3, 6 y 9 tras el

tratamientocon amoxicilina/clavuánicoo ciprotioxacinoestánrepresentadasen las figuras

27, 28 y 29.

2.5.1.Curvas de letalidad ¡it vivo de & yneumoniaeserotipo 3

La figura27, refleja la curva de letalidad“in vivo” de 5. pneumoniaeserotipo3, tras

recibir los ratonesun tratamientode (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulánico(fig. 27.a.),

y 50 mg/kg de ciprofloxacino (fig. 27.b.). Claramente se puede observar que

amoxicilina/clavulánicoconsigueerradicarlos microorganismosde los pulmonesde los

animalesinfectadosy que ciprofloxacínono.

Los cambiosen la viabilidad de 5. pneuanon¡aeserotipo 3 debido a la acción de

estosdos antimicrobianosseobservanen la tabla 11. El análisisestadístico(t de Student)

confirmó (tabla 11), que las diferenciasentre los cambiosen la viabilidad bacterianadel

grupode animalescontrolesy de los tratadoseranestadisticamentesignificativas(p=0.05)

paraamoxicilina/clavulánico,y queno lo eranparaciprofloxacino.

Asimismo, se compararonlos cambiosen la viabilidad bacterianaproducidospor

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino,observándose,como tambiénserefleja en la tabla

11, que esas diferencias favorables a amoxicilina/clavulánico eran estadísticamente

significativas(p=0.05)en todoslos casos.

2.5.2. Curvas de letalidad ¡it vivode & pneumoniaeserotipo 6

La figura 28, refleja la curvade letalidad“in vivo” deS.pneumoniaeserotipo6, tras

recibir los ratonesun tratamientode (25/6.25)mg/kgde amoxicilina/clavulánico(fig. 28.a.),

68



Resultados

y 50 mg/kg de ciprofloxacino (fig. 28.b.). Claramente se puede observar que

amoxicilina/clavulánicoconsigueerradicar los microorganismosde los pulmonesde los

animalesinfectadosy que ciprofloxacínono.

Los cambiosen la viabilidad de 5. pneumoniaeserotipo6 debido a la acción de

estosdos antimicrobianosse observanen la tabla 12. El análisis estadístico(t de Student)

confirmó (tabla 12), que las diferenciasentre los cambiosen la viabilidad bacterianadel

grupode animalescontrolesy de los tratadoseranestadísticamentesignificativas(p = 0.05)

para amoxicilina/clavulánico desde el inicio del tratamiento, y que no lo eran para

ciprofloxacinohastafinalizar este.

Asimismo, se compararonlos cambios en la viabilidad bacterianaproducidospor

amoxicilina/clavulánicoy ciprotioxacino,observándose,como tambiénserefleja en la tabla

12, que esasdiferenciasno eran estadísticamentesignificativasen todos los casos,pero

cuandolo eraneraa favor de amoxicilina/clavulánico.

2.5.3.Curvasde letalidad¡it vivo de & vneumon¡aeserotipo 9

La figura 29, refleja la curva de letalidad“in vivo” de 5. pneunuoniaeserotipo9, tras

recibir los ratonesun tratamientode(50/12.5)mg/kgde amoxicilina/clavulánico(tig. 29.a.),

y 50 mg/kg de ciprofloxacino (fig. 29.b.). Claramente se puede observar que

amoxicilina/clavulánicoconsigueerradicarlos microorganismosde los pulmonesde los

animalesinfectadosy que ciprofloxacinono.

Los cambiosen la viabilidad de S. pneumoniaeserotipo 9 debido a la acción de

estosdos antimicrobianosse observanen la tabla 13. El análisis estadístico(t de Student)

reveló(tabla 13), quelas diferenciasentrelos cambiosen la viabilidad bacterianadel grupo

de animalescontrolesy de los tratadosno eran estadísticamentesignificativas(p =0.05) ni

paraamoxicilina/clavulániconi paraciprofloxacinoa las 8 horasde la U’ dosis y a las 12 h

dela Y dosis.

Asimismo, se compararonlos cambiosen la viabilidad bacterianaproducidospor

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino,observándose,como tambiénserefleja en la tabla

13, que esasdiferenciasno fueron estadisticamentesignificativas(p =0.05) hastadespués

de la & dosis,y quequecuandolo eraneraafavor de amoxicilina/clavulánico.
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En la figura 30 se representanlos cambios de viabilidad obtenidos para cada

antimicrobianoy con cadacepa,a las 91 horasp.i. o lo que es lo mismo, 12 horasdespués

de la
6a y última dosis. Se observa claramente, como para las tres cepas

amoxicilina/clavulánicoproduce un mayor descenso en la viabilidad bacteriana que

ciprofloxacino.

2.6. PRESENCIA DE MICROORGANISMOS EN SANGRE

Las tablas14, 15 y 16, recogenlos resultadossobreel pasode cadaunade las cepas

de esteestudiode los pulmonesa la sangre.

2.6.1. Presencia deS. pneumoniaeserotípo 3 en san2re

En la tabla 14, serefleja el númerode animalesque presentaronun hemocultivo

positivoparaestemicroorganismorespectodel total de animalessacrificadosa cadatiempo,

paraaquellosanimalesqueno recibieron tratamiento(controles)y tras el tratamientocon

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino.

Como sepuedeobservar,en los ratonesque no recibierontratamientoel pasode S.

pneumoníaeserotipo3 a la sangreya se habíaproducidoa las 19 horasp.i. en el 100%

(3/3) de los animales,y el microorganismopermanecióen sangreen el 100%de los ratones

hastaque seprodujosu muerte.Esto indica quejunto al procesoneumónicoel animal sufre

un procesobacteriémico,siendoprobableque la muertedel animal seproduzcaporla suma

de ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulánicoo con ciprofloxacino se inicia

cuandoel microorganismoya ha pasadoa la sangreen el 100% de los casos,pero mientras

que (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulánicoson capacesde erradicarlo tras dos dosis,

seisdosisde 50 mg/kg de ciprofloxacinono lo son.

2.6.2.Presenciade& pneumon¡neserotipo6 en sanere

En la tabla 15, se refleja el número de animalesque presentaronun hemocultivo

positivo paraestemicroorganismorespectodel total de animalessacrificadosa cadatiempo,
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paraaquellosanimalesque no recibieron tratamiento(controles)y tras el tratamientocon

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino.

Como se puedeobservar,en los ratonesqueno recibierontratamientoel pasode 5.

pneumoniaeserotipo6 a la sangresehabíaproducidoa las 19 horaspi. en el 66.66%(2/3)

de los animales,no alcánzándoseel 100%(3/3) hastalas 27-43horaspi., y a partir de ese

momentoel microorganismopermanecióen sangreen el 100% de los ratoneshastaque se

produjo su muerte.Esto indicaquejunto al procesoneumónicoel animal sufreun proceso

bacteriémico,y que aunqueel procesobacteriémicoqueproduceestacepaesmáslento que

el producidopor la del serotipo 3, esprobablequela muertedel animal seproduzcapor la

sumade ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulánicoo con ciprofloxacino se inicia

cuandoel microorganismoha pasadoa la sangreen el 66.66%de los casos,y mientrasque

(25/6.25)mg/kg de amoxicilina/clavulánicoson capacesde erradicarlotras cuatrodosis, el

tratamientocon seis dosis de 50 mg/kg de ciprofioxacíno no impide que el porcentaje

aumentehastael 100%,no volviendoabajaresteal 66.66%hastadespuésde la sextadosis.

2.6.3. Presencia de & pneumoniae serotipo9 en sanare

En la tabla 16, se refleja el número de animalesque presentaronun hemocultivo

positivoparaestemicroorganismorespectodel total de animalessacrificadosa cadatiempo,

paraaquellosanimalesque no recibierontratamiento(controles)y tras el tratamientocon

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino.

Como se puede observaral igual que ocurria con la cepadel serotipo3, en los

ratonesqueno recibierontratamientoel pasode 5. pneumoniaeserotipo9 a la sangreya se

habíaproducidoa las 19 horasp.i. en el 100%(3/3) de los animales,y el microorganismo

permanecióen sangreen el 100% de los ratoneshastaque se produjo su muerte. Esto

indica que junto al procesoneumónico el animal sufre un procesobacteriémico,siendo

probablequela muertedel animalseproduzcaporla sumade ambos.

El tratamiento bien con amoxicilina/clavulánicoo con ciprofloxacino se inicia

cuandoel microorganismoya ha pasadoa la sangreen el 100%de los casos,pero mientras

que (50/12.5)mg/kgde amoxicilina/clavulánicosoncapacesde erradicarlotras seisdosis,el
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tratamientocon 50 mg/kgde ciprofloxacinosólo lograreducirel porcentajeal 66.66%(2/3)

trasla & dosis

En la figura 31 se representa el porcentaje de hemocultivospositivos a las 91 horas

pi., o lo que eslo mismo 12 horastras la
6a y última dosis,en animalesinfectadosconcada

una de las cepas ensayadasy tratados con 5/1.25, 25/6.25 y 50/12.5 mg/kg de

amoxicilina/clavulánico,y 50 mg/kg de ciprofloxacino. Sólo amoxicilina/clavulánico es

capazde erradicarla presenciade los microorganismosde la sangre.

2.7. NIVELES DE ANTIMICROBIANO EN SUERO Y PULMON

2.7.1. Rectas estándar

Las rectasestándarde amoxicilina y ciprofloxacino frente a las cepaspatrónKL

luteusATCC 9341 y E. colí ATCC 25922 seencuentranen la figura 32. Lasecuacionesde

regresiónlineal basadasen el métodode mínimoscuadradosfueronlas siguientes:

Amoxicilina Ciprofloxacino

Y= 12.9X+55.39 Y=7.08X+34.6

(r
2 0.98) (r2 = 0.97)

donde Y es el diámetro del halo de inhibición y X es el logaritmo de la carga de

antimicrobiano.

Según estos resultadosexiste una muy buena correlación lineal entre las dos

variablesX e Y, ya que los coeficientesde correlación(r2) son muy cercanosa 1, lo que se

confirmaen lasgráficasde la figura 32, quemuestranunagran proximidad de las nubesde

puntosa las rectasde mínimoscuadrados.
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2.7.2. Curvas de concentración de antimicrobiano en suero y pulmón de ratón

sin infectar e infectado

.

2.7.2.1. Amoxicilina

Las figuras 33, 34 y 35 muestranlas curvasde concentraciónfrente al tiempo de

amoxicilinaen sueroy pulmónde ratón sin infectare infectadotras la administraciónde una

dosisde 5, 25 y 50 mg/kg respectivamente.

2.7.2.2.Ciprofloxacino

La figura 36 muestralas curvasde concentraciónfrenteal tiempo de ciprofloxacino

en sueroy pulmón de ratón sin infectare infectadotrasla administraciónde unadosisde 50

mg/kg.

2.7.3. Parámetrosfarmacocinéticos

La tabla 17, recogelos valores de los parámetrosfarmacocinéticoscalculadosa

partir de las curvas de concentraciónfente al tiempo para cadadosis de amoxicilina y

ciprofoxacinoempleadas.

2.7.3.1. Amoxicílína

Como sepuedeobservaren la tabla 17, las concentracionesmáximasse alcanzaron

generalmentea las 0.5 h. Las Cmáxfueronmayoresen sueroqueen pulmón,exceptoen los

pulmonesde ratonesinfectados(PI) para50 mg/kg. Las Cmáx fueron mayoreso igualesen

los suerosy pulmonesde los ratonescontroles(sin infectar)que en los de los infectados,

exceptoparala dosisde 50 mg/kg de amoxicilina.

El tiempode vidamedia (T1~) fue mayoren los suerosqueen los pulmones,excepto

paralos infectadosa la dosisde 25 mg/kg. T~,2 fue mayoro igual en los suerosy pulmones

de los ratonessin infectar(controles)queen los de los infectados.
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El ABC fue dosisdependienteen el casode amoxicilina,obteniéndoseunosvalores
significativamentemayoresen los pulmonesde ratonesinfectados(PI) que en los pulmones
de controlescon las dosisde 25 y SO mg/kg.

2.7.3.2.Ciprofloxacino

Como sepuedeobservaren la tabla 17, las concentracionesmáximas

generalmentea las 0.5 h. Las Cmáxfueronmayoresen los suerosy pulmones

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

se alcanzaron

de los ratones

El tiempo de vida media(T112) fue menoro igual en los suerosque en los pulmones.

T1¡2 fine mayor o igual en los suerosde los ratonessin infectar(controles)que en los de los
infectados,pero fue menoren los pulmonesde los controlesqueen los de los infectados.

El ABC paraciprofloxacinoeselevadotanto en suerocomoen pulmón.
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Tablasy figuras

ANTIMICROBIANO MICROORGANISMO ~}~pg¿~ CMB (mg/l)

Amoxicilina
S. pnemonkzeserotipo 3 0.03 0.03
£ pnemoniaeserotipo 6 0.25 0 25
£ pnemoníaeserotipo9 2 2

Ac. clavulánico
& pnemoniaeserotipo3 16 32
& pnemoniaeserotipo6 64 >128
S. pnemoniaeserotipo 9 >128 >128

Amox/CIav(4:1)
S. pnemoniae serotipo 3 0.03 0.03
S. pneinon¡aeserotipo6 0.25 015
S. pnemoniae serotipo 9 2 2

Ciprofloxacino
£ pnemoniaeserotipo3 1 2
S. pnemoniaeserotipo6 1 2
£ pnemoniaeserotipo9 0.5 1

Tabla 1. CMI y CMB de amoxicilina, ácido clavulánico, amoxicilina/clavulánico(4:1) y
ciprofloxacinofrentea cepasde S. pneurnoníaedel serotipo3, 6 y 9.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULANICO
§4~J~Qh

2

CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

034±0.04a be
-0.28±0.01’ -1 ±0.03 - lilS±0.14

4 0.82±Ola - 1.41±
004b,e,e - 2.25± 0.06 - 2.43± 0.04~

6 0.78±0.06a - 2.36± 006b,e,e - 2.8± 00’7d - 3.31 ±0.04

8 - 0.53 ±0.1V ~3.08±0.01e.c ~3.5±0.l4e ~3 87±004~

CIPROFLOXACINO
Á~p~gJh

2

CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

041±0.09 be
-0.28±0.14’ -0.94±0.08 - 1.17±0.11

4 0.19±0.09a be
- 1.13±0.07’ - 1.77±0.14 -2.08 ±0.06

6 - 0.11 ±0.03’
be

- 1.59±0.04’ - 2.41 ±0.11 - 2.59 ±0.14

8 - 0.41 ± o.» - 2.06±0.01 b,e - 2.38±00<1 - 3.16±0.06

Tabla 2. Cambiosen la viabilidad ±DE de S. pneumoniaeserotipo 3 a diferentestiempos
1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico (4:1) yfrente a las concentracionesde

ciprofloxacino.
a Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entrebacteriascontroly
tratadas.
b Existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p =0.05)entre 1 y 4 CMI.

Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05)entre 1 y 10 CMI.
d Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05)entre4 y 10 CMI.

Existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p =0.05) entre la exposicióna

amoxicilinalclavulánicoo ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULANICO
TIEMPO (li)

__________

CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

2 002±0.0V - 0.22±0.01 - 0.6± 0.07v - 0.65 ±0. 14e

4 1.75 ±0.09 -0.99±0.15 - 136±0150 - 1.43 ±0.130

6 2.76±oir - 107 ±O.l
3be - 2.15± 0.10 - 2.15 ± 0.060

8 2.52±0.1V ~0gg~013h,e,e -2.85±0.12e ~2.87±0.08c

CIPROFLOXACiNO
TIEMPO <h) CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

2 0.44±0.05” ~O.4±O.O4L1e - 1.12 ±0.11 - 1.24±0.09

4 1.98±0.03’ ~0.91±0.01b~e -2.41 ±0.15 -2.58±0.19

6 2.43±0.08” be
- 1.48±0.2’ - 3.42±0.06 - 3.57±0.11

8 2.45 ±0.04’ be
-2.07±0.14’ -4.16±0.19 -4.25 ±0.21

Tabla 3. Cambiosen la viabilidad ±DE de S. pneumoniaeserotipo6 a diferentestiempos
frente a las concentracionesde 1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico (4:1) y
ciprofloxacino.
‘Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p=0.05)entrebacteriascontroly
tratadas.
b Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p=0.05)entre 1 y 4 CMI.
O Existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p =0.05)entre1 y 10 CMI.
d Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05)entre4 y 10 CMI.
O Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entrela exposicióna

amoxicilina/clavulánicoo ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICIIINA/CLAVULANICO
TIEMPO (h)

__________

CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

2 0.31 ±0.04a ~0.88±0.03e~e - 1.38 ±0.1 - 1.48 ±0.06

4 1.5±0.02” - 1.94±0.080 -2.26±0.01 - 2.3 ±0.14

6 2.16±0.1” - 2.59± 0.070 - 2.82±0.11 -3±0.14

8 1.94±0.09” - 2.96±0 06~’~ - 3.13±0.1 - 3.26± 0.06~

CIPROFLOXACINO
TIEMPO h CONTROL 1 CMI 4 CMI 10 CMI

2 071±0.1” - 0.51+0 06t~~e - 1.32 ±0.11 - 1.45 ±0.07

4 1.88±0.1” - 1.14 ±O.O
8b~e -2.33 ±0.1 - 2.55 ±0.07

6 2.4±0.06” Fe
- 1.76±0.06’ -2.91 ±0.13 - 3.16±0.06

8 2.29±0.07” be
-2.31±0.13’ ~3.S4±O.íd -4.06±0.06

Tabla 4; Cambios en la viabilidad
frente a las concentracionesde
ciprofloxacino.

±DE de S. pneumoníaeserotipo9 a diferentestiempos
1, 4 y 10 CMI de amoxicilina/clavulánico (4:1) y

“Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entrebacteriascontroly
tratadas.
b Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p=0.05)entre1 y 4 CMI.
Existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p =0.05)entre 1 y 10 CMI.

d Existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p =0.05)entre4 y 10 CMI.
e Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entre la exposicióna

amoxicilina/clavulánicoo ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICIHNA/CLAVULANICO CIPROFLOXACINO

1CMI 4CMI 1OCMI 1CMI 4CMI 1OCMI

Serotipo 3 7.72 6.53 5.27 - - 7.47

Serot¡po6 - - - - 5.19 4.86

Serotipo 9 - 7.38 6.19 - 6.36 5.55

Tabla 5. Tiempoquetardanen descender3 logio UFC/ml. Efectobactericida.
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Tablasy figuras

1CMI
AMOXICILINA/CLAVULANICO

4CMI 10 CMI

Serotipo3 0.96±0.56 1.45 ±0.65 1.69±0.57

Serotipo 6 o3s+0í5a~b 126±0.17 123 ~010d

Serotipo 9 1.52 ±0.19b.d 179 ~ 004d 2.2±0.23

CIPROFLOXACINO
1CMI 4CMI 1OCMI

Serotipo 3 1.42±0.546 2.46±0.46 2.91 ±0.59

Serotipo6 ab
0.28±0.1’ 1.37±0.21 1.98±0.33

Serot¡po9 0.71 ±0.15>6 1.36±0.17 1.72±0.19

Tabla 6. Efecto postantibióticoiii vi/ro (en horas±DE) de amoxicilina/clavulánico(4:1) y
ciprofloxacinofrenteaS. pneumoniaeserotipo3, 6 y 9.
“Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p=0.05)entre 1 y 4 CMI.
6 Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05)entre1 y 10 CMI.
O Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p=0.05)entre4 y 10 CMI.
d Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entre la exposicióna

amoxicilina/clavulánicoo ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
100

80

60

40

20

o
0 1 2 3456789101112131415

Tiempo (Días)

A-CONTROL —1O3UFC/r -~-104UFC/r

-x-105UF0¡r ~i06 UFC/r

Figura 8. Supervivencia(en %) de animalesinoculadoscon diferentes
tamañosde inóculo (UFC/r) de S. pneumoníaeserotipo 3.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
loo-;

80-

60r

40-

20-

0-

0123456789101112131415

Tiempo (Días)

5 6 7
-+-CONTROL —10 UFC/r -~-10 UFC/r ~-10 UFC/r

Figura 9. Supervivencia(en %) de animalesinoculadoscon diferentes
tamañosde inóculo (UFC/r) de S. pneumoniae serotipo 6.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
100

80

60

40

20

0123456789101112131415

Tiempo (Días)

5 6 7
-+-CONTROL---10 UFC/r~10 UFC/r*M0 UFC/r

Figura 10. Supervivencia (en %) de animalesinoculadoscon diferentes
tamañosde inóculo (UFC/r) de S. pncumoníac serotipo 9.
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Tablasy figuras

SUPERVIVENCIA (%)

INOCULO (UFC/r) S. pneumoniaeser. 3 S. pneumoniaeser. 6 S. pneumoniaeser. 9

lo3 60

ío4 12.5

ío5 0 90 60

106 0 66.67 0

o7 o o

Tabla 7. Porcentaje de supervivencia en el día 15 pi. para las diferentes cepas de S.
pneumoniaeutilizadas.

& pneumoniaeser3 & pneumoniaeser 6 & pneumoniaeser 9

MDL lo5 IJFC/r io~ UFC/r 106 UFC/r

Tabla 8. Mínima dosisletal (MDL) de cadacepade S.pneumoniaeutilizada.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
Á 1 1 .1. £ .1.

T ¶ 1 T

Fi Tto.

1 1 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1
012 3456789101112131415

Tiempo (Días)

~CONTROL -+-T (5/1.25) mg/kg —T (10/2.5) mg/kg

Figura 14. Efecto del tratamiento con amoxicilina/clavulánicoen la
supervivenciade animalesinfectadoscon S. pneumoniae serotipo3.
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Tabiasy figuras

Superv¡
r ~á¿ xL’

vencia (%)
NI,- NL.’ NL’ £ 1 1 ‘ 1.

________ Fin Tto

4r

ido Tto

.

4.44 4.4.
¡ ¡ 1 T t ¡

01234567891011
¡ ¡

121314

Tiempo (Días)

-- CONTROL -+-T5h —Tl9h -<- T31 h

Figura 15. Efecto del inicio del tratamiento(horasp.i.) con (5/1.25)
mg/kg de amoxicilina/clavulánicoen animalesinfectadoscon S.
pneumoniae serotipo3.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
100

80

60

40

20

01234 5 6 7 8 9 1011 12131415

Tiempo (Días)

--CONTROL -l--T 5 h —T 19 h -~- T 31 h

Figura 16. Efecto del tratamientocon 50 mg/kg de ciprofloxacino, iniciado a
las 5, 19 y 31 horasp.i. en animalesinfectadoscon S. pneumoníae serotipo3.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)

1 1 ¡ 1 ¡ ¡ ¡

01234 5 6 7 8 9 1011 12131415

Tiempo (Días)

-- CONTROL

--T (10/2.5) mg/kg

A- T (5/1.25) mg/kg

-*-T (25/6.25) mg/kg

Figura 18. Efecto del tratamientocon amoxicilina/clavulánicoen la supervivencia
de animalesinfectadoscon S. pneumoniaeserotipo6.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
— %A~~ Ni.’ £ ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ ‘ ¡ ¡
.‘. ,r.

,1X AX ZTN 7 N

¡Hoja Tta. Fin Tto

.

4,4,4. 444.
¡ T t ¡ 1 ¡ ¡ ¡

01 23456789101112131415

Tiempo (Días)

--CONTROL A-T5h —Tl9h -~- 131 h

Figura 19. Efecto del inicio del tratamiento(horasp. i.) con (25/6.25)
mg/kg de amoxicilina/clavulánicoen animalesinfectadoscon
S. pneumoníac serotipo 6.
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Tablasy figuras

Supervivenc¡a (%)
100

80

60

40

20

012345 6 7 8 9 1011 12131415

Tiempo (Días)

-‘-CONTROL A-T 5 h —T 19 h -~- T 31 h

Figura 20. Efecto del tratamientocon 50 mg/kg de ciprofloxacino, iniciado a
las 5, 19 y 31 horasp. i. en animalesinfectadoscon S. pneumoniae serotipo 6.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
100

80

60

40

20

o
0123 4 5 6 7 8 9101112131415

Tiempo (Días)

--CONTROL

T (10/2.5) mg/kg

-1- T (5/1.25) mg/Kg

~T (25/6.25) mg/Kg

~T (50/12.5) mg/Kg
Figura 22. Efecto del tratamientocon amoxicilina/clavulánicoen la
supervivenciade animalesinfectadoscon S. pneumoniae serotipo 9.

102



Tablasy figuras

Supervivencia (%)
¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1 1 ¡

¡ ¡ ¡ T ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ ¡

01234 5 6 7 8 9 1011 12131415

Tiempo (Días)

~CONTROL ~T5h T19h >“ T31 h

Figura 23. Efecto del inicio de tratamiento(horasp. i.) con (50/12.5)
mg/kg de amoxicilina/clavulánicoen animalesinfectadoscon S.
pneumoniaeserotipo 9.
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Tablasy figuras

Supervivencia (%)
100

80

60

40

20

012345 6 7 8 9 1011 12131415

Tiempo (Días)

--CONTROLA-T5h —Tl9h -~- T31 h
Figura 24. Efecto del tratamientocon 50 mg/kg de ciprofloxacino,
iniciado a las 5, 19 y 31 horas p. i. en animalesinfectadoscon S.
pneumoníaeserotipo 9.
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Tablasy figuras

INICIO TRATAMIENTO 5 h .i. 19 h .i. 31 h 1.
AMOXICILINA/CLAVULANICO

Dosis 5 mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg
& pneumoniae

serotipo3
% Superviv. 100 100 75

& pneumoniae
serotipo6

Dosis 25 mg/kg 25 mg/kg 25 mg/kg

% Superv¡v. 100 90.91 54.54

Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
& pneumoniae

serotipo9
% Superviv. 100 90.09 5454

CIPROFLOXACINO

Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
& pneumoniae

serotipo3
% Superviv. O O O

Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
& pneunwniue

serotipo6
%Superviv. 81.81 54.54 18.18

Dosis 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg
& pneumoniae

serotipo9
O/~ Superviv. 27.27 0 0

Tabla 9.a. Porcentajede supervivenciafinal para las diferentescepasde S. pneumoniae,
trassertratadoscon amoxicilinalclavulánicoy ciprofloxacinoen las dosisarribaindicadas.
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Tablasy figuras

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

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (b) Controles Tratados Controles Tratados

27 h
(8 h 1” Dosis)

1.38±0.1” - 1.9±0.816 1.33±0.28 0.68±0.74

43 b
(12 h 2” Dosis)

148±0.79” -5±1•24b 3.31 ±0.27 1.91±2

67 b
(12 h 4” Dosis)

1.54±0.04” - 5.72±06 3.44±0.17 2.57±0.42

91 h
(12 b 6” Dosis)

- 5.72±06 2.91±0.57

163 ti
84 ti 6” Dosis

- 5.72±0

Tabla 11. Cambios en la viabilidad ±DE de S. pneumoníaeserotipo3 a diferentestiempos
tras el tratamiento de los animalescon amoxicilina/clavulánico (4:1) y ciprofloxacino.

Existencia de diferenciasestadísticamentesignificativas (p =0.05) entre controlesy
tratados.
6 Existenciade diferenciasestadísticanientesignificativas (p =0.05)entreel tratamientocon
amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino.

109



T
abiasy

fig
u

ra
s

rl1
.0

‘itrla.>
‘1~

‘o‘o
,-z~

o
m

CV
u

,n
r

mE

c
o

z
0

o
j—

a
C

M
~

*
‘oe

d
O

Y’-
.

a,
—

—
e.>

o
cxl

‘-
Ú

coo
—

~

lflO
Y

-
CV

C’.J
e’

(uo
)

.,.,

•1.L

~
a)

(o
.4

--’

‘o

m

oCM
E

u
—

~C
M

%
E

«
5

o
‘o

a
C

M
E

C
d

>

ce
a,

c
a

:,
c
d

U
E

Ú
O

CM
O

(u
•c

d
Ci

O

Do
)

E

110

cxJ

«3
Co

~
e)

uou.Iind
ñow

otj
IW

/0
1

fl
0

0
1

(O
Co

t
(<3

uow
ind

ñow
oq

W
/0

1
fl

O
cq



Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN.
(25:6.25) mg/kg

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (ti) Controles Tratados Controles Tratados

27 ti
(8 ti 1” Dosis)

-004±004” --0.75 ±0.02 0.04±0.11 -0.16±0.17

43 ti
(12 h 2” Dosis)

02±0.01” - 1,63 ±0.83 - 0.27 ±0.14 - 0.31 ±0.53

67 ti
12 ti 4” Dosis

0.83 ±0.25’ - 3.6±0.326 - 0.11±0.64 - 0.2±0.37

91 ti
12 ti 6” Dosis

1.11 ±0.01’ - 5.04± ]996 0.09±0.01” -2.5 ±0.9

163 ti
(84 ti 6” Dosis)

-6.19±0

Tabla 12. Cambiosen la viabilidad ±DE de S. pneumoniaeserotipo 6 a diferentestiempos
trasel tratamientode los animalescon amoxicilina/clavulánico(4:1) y ciprofloxacino.

Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas (p =0.05) entre controlesy
tratados.
6 Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05)entreel tratamientocon
amoxicilinalclavulánicoy ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN.
(50:12.5)mg/kg

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (b) Controles Tratados Controles Tratados

27 ti
(8 ti U Dosis)

0.99±0.65 - 0.09±0.52 0.35 ±0.21 - 0.01 ±0.53

43 ti
(12 ti 2” Dosis)

121±0.11 - 0.87 ±0.99 0.64±0.08 0.2±0.06

67 h
(12 ti 4” Dosis)

- 1.4±0.39 0.76±1.03 - 0.45±1.3

91 ti

(12 ti 6” Dosis)

- 5.08± 1.72~ - 1.22±0.01

163 ti
84 ti 6” Dosis

-6.07±0

Tabla 13. Cambiosen laviabilidad ±DE de S. pneumoniaeserotipo9 adiferentestiempos
trasel tratamientode los animalesconamoxicilina/clavulánico(4:1) y ciprofloxacino.

Existencia de diferencias estadisticamentesignificativas (p =0.05) entre controles y
tratados.
b Existenciade diferenciasestadísticamentesignificativas(p =0.05) entreel tratamientocon
amoxicilinalclavulánicoy ciprofloxacíno.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN
(5:1.25Á mg/kg

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (h) Controles Tratados Controles Tratados

19 ti
(To Tratam.)

3/3 3/3 3/3 3/3

27 ti

8 ti 1” Dosis

3/3 2/3 3/3 3/3

43 ti
(12 ti 2” Dosis)

3/3 0/3 3/3 3/3

67 ti
(12 h 4” Dosis)

3/3 0/3 3/3 3/3

91 ti
12 ti 6” Dosis

0/3 3/3

163 ti
84 ti 6” Dosis

0/3

Tabla 14. Número de animalescon presenciade S. pneumon¡aeserotipo 3 en sangre
(cultivo positivo) respectodel total de animales,a diferentestiempostrasel tratamientocon
amoxicilinalclavulánico(4:1)y ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN.
(25:&25) ma/kg

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (ti) Controles Tratados Controles Tratados

19 ti
To Tratam.

2/3 2/3 2/3 2/3

27 ti
(8 ti 1” Dosis)

2/3 1/3 3/3 3/3

43 ti
12 ti 2” Dosis

3/3 1/3 3/3 3/3

67 ti
(12 ti 4” Dosis)

3/3 0/3 3/3 3/3

91 ti
<12 ti 6” Dosis)

3/3 0/3 2/3

163 ti
(84 ti 6” Dosis)

0/3

Tabla 15. Número de animalescon presenciade S. pneumoníaeserotipo 6 en sangre
(cultivo positivo) respectodel total de animales,adiferentestiempostrasel tratamientocon
amoxicilina/clavulánico(4:1) y ciprofloxacino.
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Tablasy figuras

AMOXICILINA/CLAVULAN.
(50:12.5)mg/kg

CIPROFLOXACINO
50 mg/kg

TIEMPO (ti) Controles Tratados Controles Tratados

19 ti
(To Tratam.)

3/3 3/3 3/3 3/3

27 ti
<8 ti ia Dosis)

3/3 3/3 3/3 3/3

43 ti
12 ti 2” Dosis

3/3 3/3 3/3 3/3

67 ti
(12 ti 4” Dosis)

2/3 3/3 3/3

91 ti
12 ti 6” Dosis

0/3 2/3

163 li
84 ti 6” Dosis

0/3

Tabla 16. Número de animalescon presenciade £ pneumoniaeserotipo 9 en sangre
(cultivo positivo)respectodel total de animales,a diferentestiempostras el tratamientocon
amoxicilina/clavulánico(4:1) y ciprofloxacino.
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VI. DISCUSION



Discusión

Con objeto de hacerunavaloracióny discusiónde los resultadosobtenidosen este

trabajo, se haráun análisispormenorizadode cadauno de los fenómenosestudiados,de la

metodologíautilizaday de los resultadosobtenidos.

1. ELiECCIONDE LAS CEPAS BACTERIANAS Y ANTIMICROBIANOS

Un aspectoimportantea la hora de la elección de un tratamientoantibiótico es

conocercual esla situaciónde las resistenciasde los microorganismosmásfrecuentemente

implicadoscomocausade neumoníaen la comunidad,fUndamentalmente,S. pneumoniae,

ya que normalmenteel tratamientoseva a instaurarde forma empíricay la mayorpartede

las vecessin un cultivo adecuadoque nospuedainformar de la sensibilidaddel germen.

Nuestro país, junto con Hungría, han sido focos de atenciónde las resistenciasde los

neumococosa la penicilina aunqueya sehanempezadoa encontrartasasde resistenciasen

otros paiseseuropeosy en EEUU, aunquesin llegar a nuestrascifras de resistencia.En

Españala resistenciadel neumococoa la penicilina ha evolucionadodesdeun 4.3-6% en

1979 hasta un 18-26% en 1992, pasándoseen lo referentea cepascon alto nivel de

resistenciade un 0% en 1979 a 8.3-14.9%en 1992 (173), aumentandodesdeesteaño estas

cifrasen muchoshospitales.Respectoa la resistenciadel neumococoalos macrólidosdesde

1979 a 1992 se ha pasado de un 1% a un 12% en datos del Centro Nacional de

Microbiología,Virologíae InmunologiaSanitariasde Majadahonda,cifrassimilaresa las de

otroshospitalesde la geografiaespañola,aunquehay hospitalescomo eí GregorioMarañón

de Madrid que arrojan cifras máselevadas,de casi el 20%, cercanasa las encontradasen

Francia. Las resistenciasa las tetracielinasse sitúan actualmenteentre un 20 a un 40%,

siendola resistenciaal cotrimoxazolsuperioral 40%, lo cual desaconsejaen la actualidadel

uso de estosdos antibióticosen nuestropaísanteuna sospechade infección neumocócica.

En cuanto a las cefalosporina,cefotaxima y cefiriaxona son las que exhiben mejor

sensibilidad frente a los neumococosresistentes,siendo cefliroxima axetil, cefdinir y

cefpodoxima las cefalosporinasorales que pesentanmejor CMI para los neumococos

resistentesa penicilina (174), aunque con CMI más elevadas que cefotaxima y/o

ceifriaxona,debiendodestacarseque la totalidadde los neumococosaisladosen el paísson

sensiblesavancomicína.

No obstante,aunquela trascendenciade la resistenciadel neumococoestáfiera de

todadudaen los pacientescon meningitis, no se puededecir lo mismo en las infecciones
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Discusión

respiratorias, en particular en aquellas con resistenciaintermedia a penicilina, que

posiblementepuedencontinuartratándosecon un aumentode la dosisde betalactámicos.

Ante estasituación, se eligieron para la realización de esteestudiotres aislados

clínicos de S. pneumoniaede diferentesensibilidada penicilina: una cepasensible,otra de

resistenciaintermedia o parcialmemteresistentey otra de alta resistencia.El concepto

microbiológico de resistenciade S. pneumoniaea penicilina está relacionado con el

conceptoclínico de fallo terapéuticoen meningitis, situándosealrededorde 0.8 gg/ml la

concentraciónmáximaen líquido cefalorraquideotras dosiselevadasde penicilina por vía

endovenosa(175). Por ello sedefinencomo cepasde£ pneumoniaesensiblesa penicilina

aquellascon CMI =0.06 ~tg/ml,parcialmenteresistentescon CMI entre0.1 y 1 ¡ig/ml y

altamenteresistentescon CMI =2~.tg/ml.

Los tres paísesen los que se ha detectadouna mayor incidencia de cepasde

neumococoresistentesa penicilina son Suráfl’ica, Españay Hungría. En Suráfrica los

aisladospertenecenpredominantementea los serotipos6, 14, 19 y 23 (176). En España

entrelas cepasresistentes,los serotipos6, 9, 19 y 23 son los máscomunmenteaisladosen

hemocultivos,los serotipos6, 9 y 23 en LCR, y los serotipos6, 9, 14, 19 y 23 en los

pulmones(177).Porúltimo, enHungríalos aisladosresistentespertenecenprincipalmentea

los serotipos 19k, GB, y 23F (178). Ante esto nosotrosescogimoscepasresistentes

pertenecientesa los serotipos6 y 9. La cepasensibleperteneceal serotipo3, ya que estees

el serotipomáscomunmenteaisladoentrelas cepassensibles(179).

En cuantoa la eleccióndel antimicrobiano,seescogióun betalactámicocombinado

con un inhibidor de betalactamasas,amoxicilina/cavulánicoy unaquinolona,ciprotioxacíno.

Amoxicilina fue elegidaparacomprobarsi todavía puedeserun tratamientode elección

antineumocócico.El elegirlaen combinacióncon el ácidoclavulánicosedebea que, aunque

el mecanismode resistenciadel neumococoa los betalactámicosno espor producciónde

betalactamasas,al serel tratamientoempíricoen la prácticaseelige amoxicilina/clavulánico

paracubrir la posibilidadde quela infecciónsedebaa otrospatógenoscomoH. influenzae,

quesi esproductorde betalactamasas.

El otro antimicrobiano elegido fue ciprofloxacino. Esta elección se debe a las

expectativasqueexistenen torno a la posibilidadde utilizar las quinolonasen el tratamiento

de infeccionesrespiratorias.
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2. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL

2.1. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL IN VITRO

Los test in vi/ro son indicadoresaproximados de la situación real de un proceso

infeccioso,pero los resultadosque obtenemosson esencialesparacomprenderel fenómeno

a estudiary establecer,posteriormente,modelosanimalesy estudiosen humanos.Por ello,

la seleccióndel métodomásapropiadonos beneficiarácon la obtenciónde unosresultados

claros,fiablesy fácilesde extrapolara la situaciónin vivo.

Los ensayos in vi/ro realizadosen estetrabajosonlas curvasde letalidad y el efecto

postantibiótico,porlo que acontinuaciónse haceun estudiopormenorizadode cadauno de

los factores que más directamente pueden influir en su realización, centrándose

principalmenteen el efectopostantibiótico.

2.1.LCurvasde Ictalidad

La determinación de la actividad bactericida de los antibióticos, definida

convencionalmentecomo aquellaque consigueel 99.9% de letalidad del inoculo inicial

despuésde 24 horasde incubación,puedeestarinfluida por factoresmetodológicos,por las

característicasbiológicas del microorganismo,por la fase de crecimiento, por la posible

degradaciónde los antimicrobianosa las 24 horas,etc. En el casode 8. pneumoniae,a estos

factoreshay queañadirla rápidaautolisisde estemicroorganismoa las24 horas.

Así, el estudio mediantecurvas de letalidad constituyeuna buena técnica para

conocerla dinámicade la actividadbactericidaen función del tiempoy de la concentración

del antimicrobiano.Aún así, existenalgunosfactoresque puedeninfluir en los resultados

obtenidosal realizarcurvas de letalidad, y que básicamentetambiénson los mismos que

afectana la realizacióndel EPA, por lo quesehablaráde ellos en el siguientepunto.

2.2.2. Efecto postantibiótico(EPA

)

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

concentracióndel inóculo inicial, la concentraciónde antimicrobiano,etc. que puedeninfluir
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en laduracióndel EPA. Se haráun estudiode cadauno de ellos, explicandolas condiciones

en las queha realizadoesteestudioy por quésehanelegido.

LL2.1. Influencia del medio de cultivo

Los mediosde cultivo constituyenun factorimportanteen la existenciay/o duración

del EPA. Así todos aquellos componentesque produzcanun cambio en el pH, en la

concentraciónde cationes,salesmineraleso proteínasafectarána la actividadbactericidade

los antimicrobianosy por tantoal EPA (180).

Los cambiosen la presiónosmóticade los mediosnutritivos van a condicionarque

las bacteriastratadasseanmás fácilmentelisadasen medioshiper/hipotónicosy ello puede

alterarel EPA. Así, los esferoplastosque elaboransu paredantesde dividirse muerensi la

presiónosmóticaesinadecuaday por tanto su EPA puedesersobreestimado,mientrasque

las bacteriasviablesque tienensu paredintactapuedendividirse antesy por tanto su EPA

sermáscofto.

No muchosautoreshaninvestigadola influenciadel tipo de medio usado(181, 182,

183), o la presencia en esos medios de suero (184, 185), orina (186), o líquido

cefaloraquideo(187), considerandoque deberíanrealizarseestudiosmás extensossobre

esteaspecto.

En este trabajo se escogió el caldo Todd-Hewitt por ser un medio que tiene

elementos nutritivos adecuadospara permitir el crecimiento de S. pneumoniae,

microorganismodelicadoen esteaspecto.Se prefirió el usode estemedio al del tradicional

caldo Múeller-Hinton suplementadocon sangredesfibrinadade carneroo caballo al 5%,

porquela presenciade sangrepor una parteimpedíael poderajustarlos inóculosiniciales

mediante espectofotometríay por otra parte interferia también en el método de

centrifugacióny posteriordilución elegido paraeliminarel antibiótico.

2.2.2.2.Influenciadel pH del medio

La actividadbactericiday el EPA de los antibióticos se encuentranestrechamente

relacionadasy muchosde los factoresque modifican o alteranla actividadantibacteriana
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modifican también la existenciay la duracióndel EPA. El pH esuna de las variablesque

másinfluye en la actividadde los antimicrobianosy queva a repercutirtambiénen el EPA

(180). La influenciadel pHsedebeprobablemenea los distintosgradosde ionizaciónde los

antimicrobianosen el medio ambientecelular, lo cualafectaríaa su penetracióny fijación en

la célulabacteriana.

En esteestudioseeligió un p11 fisiológico de 7.2 ±0.2 paratodoslos ensayosporla

posibilidad de compararcon otros autores.Sin embargocasi todos los estudiosdeEPA se

realizana pH fisiológico si considerarque en la mayoríade los procesosinfecciososel pH

es másácidoy que, porejemplo, ello reducirála actividadbactericidade aminoglucósidosy

fliorquinolonas(186, 188, 189), aumentandolos valores de sus CMIs, mientrasque los

betalactámicosseven menosafectados(180).

22.2.3.Influenciade la a2itaciónmecánica

Hay estudioscontradictoriosacercade si los cultivos estacionarioso en agitación

presentanun EPA distinto (190, 191), y la mayoríade los investigadoresno informansobre

la utilización o no de agitaciónmecánicade los cultivos.

En este estudio los ensayosse hicieron en agitación continua, y creemosque

deberíanrealizarseestudiosmásextensossobreesteaspectodel EPA.

2.2.2.4.Influenciade la concentracióndel inóculo inicial

Una de las variablesmás importantesen el estudiode la actividadde un antibiótico

es la concentraciondel inóculo, que para la CMI/CMB se trata de estandarizaren í05

IJFC/ml (158). Sin embargo,esteapuntede estandarizaciónes inexistenteen el EPA, y así,

el rangodel inóculo varíasegúnlos autores(160, 192, 193).

La influencia de la concentracióndel inóculo en la actividad bactericida de un

antimicrobianova a dependerpor un lado del antibiótico (característicasfisico-quimicas,

mecanismode acción, farmacocinética,etc) y por otro de la bacteriaa la que se enfrenta

(tipo y cepa,fasede crecimientoy tiempo de generaciónde la misma).
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Por efecto inóculo seentiendela existenciade una cooperaciónbacterianaque con

frecuencia limita la acción del antibiótico. De esta manera, la actividad letal de un

antimicrobianoes inversamenteproporcionala la densidadde la poblaciónbacteriana.Seha

descritocon penicilinas,cefalosporinasde 1”, 2” y 3” generación,imipenemy monobactam

para bacilosgram negativosy para S. aureus (194, 195, 196), y es posible que tenga

trascendenciain vivo, incluso con mayorfrecuenciade lo quehastaahoraseconoce.

En esteestudiosepartió de inóculosde 106..107UFC/ml tantoparala realizaciónde

las curvasde letalidadcomoparael EPA.

211.5.Influenciade la fasede crecimiento de los microorganismos

Las propiedadesque caracterizanal inóculo con que iniciamos el ensayo van a

condicionarel desarrollodel mismo y, aunquees un factor crítico (197), no seha evaluado

suficientementesu papel.

Existe controversiaen la duracióndel EPA segúnserealice en unau otra fasede

crecimientobacteriano,y así, mientrasCraig y Gudmundsson(160) con penicilina G y S.

aureuso Gerber (198) con gentamicinay P. aeruginosano han encontradodiferencias

significativasentreel EPA detectadocon las bacteriasen fase logarítmicay el calculadocon

las bacteriasen faseestacionaria.Otrosautores(192, 199, 200), al contrario, si hanpodido

detectaresasdiferenciasy encuentranEPA másprolongadoen faseexponencialque en fase

estacionaria.Tuomanen(201), observóun inmediatorecrecimientode S. pneumon¡aetras

la eliminación de penicilina G, cuandola exposición al antibiótico se realizabaen fase

estacionariade crecimiento.

En esteestudiose inició el protocolo experimentala partir de un cultivo en fase

estacionariaquese diluía en medio frescoparacomenzarel ensayo,tanto parala realización

de las curvasde letalidadcomo parael EPA. Utilizamos microorganismosen estafasede

crecimiento,ya que estasituaciónreflejamásfielmentelo queocurre“in vivo” (202).
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2.2.2.6.Influenciade la concentracióndeantimicrobiano

Eagle(203) fUe el primerinvestigadorqueexaminóel efectode la concentracióndel

antimicrobianosobreel EPA. Sus estudioscon penicilina G sobre cocosgram positivos

demostraronque la duracióndel EPA aumentabacon incrementosde las concentraciones

hasta un tiempo máximo de EPA a la concentraciónde penicilina más rápidamente

bactericidapara el microorgnismo,e incrementosen la concentraciónde incluso 10.000

vecessobreesenivel no prolongabansignificativamenteladuracióndel EPA.

Asimismo, la mayoríade los autores(162, 182, 192, 204, 205) sólo encuentranEPA

cuandoensayana concentracionesmayoreso igualesa la CMI, y observanque incrementos

en la concentraciónprolonganel EPA a un punto de máximarespuestaporencimadel cual

no seobservaun aumentosignificativo del EPA, que parala mayoríade las combinaciones

de antibiótico/microorganismoquerealmentetienenEPA, sehalla a 6-10 CMI (192, 182).

Existen numerososestudios sobre el EPA en los que se utilizan valores muy

vanadosde concentraciónde antimicrobiano,lo que hacedificil la comparaciónya que esta

es una de las variablesque más influencia tiene en los resultados.Paraestepropósito, la

concentraciónde antimicrobianodeberíaestartambiénestandarizada.

En general,deberíanescogerseaquellasconcentracionesque sealcanzanrealmente

en suero, tejidos o líquidos orgánicosdespuésde una dosishabitual de antibiótico, y así

aproximar más fácilmente los resultadosin vi/ro a la siuaciónin vivo. En este estudiose

eligieron las concentracionesde 1, 4 y 10 CMI, tanto para la realizaciónde las curvasde

letalidad como para el EPA, con la idea de ver lo que ocurría a nivel de la CMI, a

concentracionesde 4 CMI ya que alrededorde 4-5 CMI esla concentraciónque sealcanza

en suerotras la administraciónde una dosis, y a 10 CMI paraver sí seobteníaun efecto

máximo.

2.2.2.7.Influenciadel tiempo de exposición al antimicrobiano

En general, la mayoría de los estudiosse hacen con tiempos de exposiciónque

oscilan entre0.5 y 2 horas,perotodos los autorescoincidenen que una prolongacióndel

tiempo de exposición del microorganismoal antimicrobianoproduce un aumentoen la

duración del EPA (162, 192, 199, 203, 204, 206, 207). Y al igual que ocurre con la
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concentración,el EPA aumentacon el tiempode exposiciónal antibiótico hastaun punto de

máximarespuesta,a partir del cualya no seproduceun mayoraumentodel mismo.

Sin embargo,un EPA máximo es dificil de determinarcon algunosantimicrobianos

que por su rápida acciónbactericida(mása concentracioneselevadaso con exposiciones

largas) nos originarían una disminución significativa del inóculo con la consiguiente

sobreestimacióndel EPA.

El tiempo de exposicióntambiéndeberíaquedarestandarizadopor ser otro de los

factorescon más influencia, lo que permitiría poder compararresultadosentrediversos

estudios. Con este fin, MacKenzie y Gould (202) proponenestandarizarel tiempo de

exposiciónen 2 horas,por lo queeseha sido el tiempoempleadoparala realizaciónde este

estudio.

2.2.2.8. Influencia del método de eliminación del antimicrobiano

El métodoparaeliminarel antimicrobianodel medio, unavezque seha terminadoel

periodode exposición,puedetenerunagranincidenciasobrelos resultados.

La técnicamásempleadaesla de centrifugacióny lavadosrepetidos.Estemétodo

esaplicablea todoslos antimicrobianos,y se realizasometiendoa los caldosde cultivo a

centrifUgacióna 1200 g durante5-10 minutos, retirandoel sobrenadantey resuspendiendo

el pellet de las bacteriasenmedio fresco libre de fármaco(208, 209, 210, 211, 212). Todos

los investigadoreshanusadoal menosdoslavadosparaasegurarla eliminacióntotal de los

antimicrobianos.Con eliminación del 90% del sobrenadante,dos lavados reducen la

concentraciónde antibióticounas100 veces(162, 192, 213). Con decantacióncompletadel

sobrenadante,doslavadospuedenreducirlas concentracionescercade 10.000veces(214).

El lavado‘ker se” puedecausaruna reduccióntemporalde la tasade crecimiento

bacteriano(215), y ello se ha atribuidoa diferentesfactorescomo son la disminuciónde la

temperatura durante la centrifUgación, los efectos mecánicos y osmóticos de la

centrifugaciónsobre las bacteriasy la disminución en el accesode las bacteriasa los

nutrientesdel medio pudiéndoseromper la adherenciacon lo que el antimicrobianose

eliminaríamás fácilmentede la bacteriadisminuyendosu efecto. Porello, cuandoseutiliza
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estemétodo,esimprescindibleutilizar un cultivo de bacteriascontrol no tratadas,las cuales

son sometidasal mismoprocesode centrifUgacióny lavadoquelas bacteriastratadas.

La técnica de dilución, es un método simple para la eliminación rápida del

antimicrobiano que consiste en añadir un pequeño volumen del cultivo expuesto al

antibióticoa un granvolumen del medio frescolibre del mismo (192, 199, 216).El gradode

dilución debeser lo suficientementealto para que la concentracióndel antibiótico en el

cultivo diluido no logreafectaral crecimientonormal de los microorganismoscontrol. Se

necesitaninóculosinicialesaltos,al menosde 105.106 IJFC/ml ya que los microorganismos

se diluyen en la mismamedidaqueel antimicrobiano.

Estemétodopuedeaplicarsea todos los antimicrobianos,perodebetenerseespecial

cuidadocuandose utilice con antibióticoscon acciónbactericidarápida,ya que la dilución

puedereducirel númerode microorganismospor debajodel rangodetectablede formamás

fácil queel lavadorepetido(160).

Por definición, cuandose determinael EPA no deberíaquedarningún residuo del

antibiótico tras su eliminación. Sin embargo,con algunastécnicascomo por ejemplo la de

dilución, cantidaddessubinhibitorias, pero medibles con técnicas de marcaje, pueden

persistir (202). Esto no es más que un reflejo de lo que sucede in vivo ya que sería

extraordinariosi, duranteel curso de un tratamiento,las concentracionesdel antibiótico

cayeranpordebajode nivelesdetectablesen el tiempoentredosis.

Un método másrápido y simple paraeliminar el antimicrobianoes la inactivación

química del mismo (203, 217, 218). La adición de betalactamasaa los cultivos expuestos

inactiva rápidamente a antibióticos betalactámicos, sin embargo, otras clases de

antimicrobianosno puedensertanfácilmenteinactivados.

En ausencia de sustancias inactivadoras adecuadas,la técnica del filtro de

membrana seríatambién una buena opción (204,219). La ventaja potencial de estemétodo

quepuedeaplicarsea todos los antimicrobianosesque los microorganismosseven menos

afectadospor la presión osmóticay otros efectosmecánicosde los medios líquidos. Sin

embargo,es técnicamentemás complicado que la dilución o la inactivación química y

consumemás tiempo queel modeloenmedio líquido.

Portodo lo expuestoy con la experienciarecogidaen otros trabajos(161), en este

estudiose escogiola combinaciónde las técnicasde centrifugacióny lavadosy de dilución
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en medio fresco como métodoparala eliminación del antimicrobianopor sersencillay de

fácil realización y aplicable a las combinacionesde antimicrobiano/microorganísmo

utilizadas.

2.2.1.9.Influenciadel métododecuantificacióndel EPA

La técnicamásutilizada es la de recuentode célulasviables (192),por lo que en

un principio seestimó el periódode EPA como un periódoestacionariode crecimientoque

setraducíaen un intervalo llano de la curvafrenteal tiempo (203, 215). Sin embargo,han

aparecidootros métodosde seguimientode la curva de crecimientocomo la medición de

cambios en la conductanciaeléctrica (193, 220), cambios en la concentración

intracelulardeATP (221, 222),espectrofotometría(223, 224), recuentoelectrónicode

panículas (225) o cambios en la morfología (226). Agunos métodoshan dado EPA más

largosque el recuentoen placa,pero en generaltienenbuenacorrelación.

En un intento de estandarizarun método para compararresultadosentrevarias

metodologías,se utiliza la fórmula EPA — T - C, descrita en el apartado de materiales y

métodos,para cuantificar el EPA. La razón paraelegir un incrementode 1 Logio en las

UFC/ml es que más allá de estenivel, la tasa de crecimiento de los microorganismos

previamente expuestoses idénticaa la de los controlesno tratados(162). Así que lo que

realmentemedimosesel tiempoparaalcanzarun crecimientologarítmico normal.

La técnicade recuentode célulasviables,fue la que nosotrosseguimostantoparael

EPA como paralas curvas de letalidad, a pesarde tenerdos inconvenientesque pueden

inducira error: lasdilucionesseriadasy el hechode asumirqueunacoloniarepresentaa una

solabacteria.

Las bacteriasgramnegativastienden a filamentarsedespuésde exponersea los

antibióticosbetalactámicoscon lo quesetomaríaun filamento(de 2 a 20 células)comouna

UFC. Cuandolas bacteriastratadasse pasana un medio sin antibiótico en la horacero del

experimento,los filamentosse dividen en célulasindependientesy estaríamosanteun error

porqueiniciamosel recuentoapartir de un númeroinferioral que existey, con el tiempo, se

crearíaun crecimientovirtual rápido en los cultivos pretratadosen relacióncon el control,

justamentepor la división del filamento, lo que daríaun falso EPA negativo. Esto podría
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justificar que sólo se obtengaEPA en bacilos gram negativoscuando trabajamosa

concentracionesmuy altasde betalactámicos(160, 202).

Por otraparte,con bacteriasgrampositivasen el recuentoen placa puedeestimarse

un menorefecto letal, debido a que los cocos tratadospuedenadheriseunos a otros con

mayor facilidad que los no tratados(212) y de estamanera,en la curva de letalidad la

cuantificación del número de UFC disminuiría tanto por la acción bactericida del

antimicrobianocomo por el aumentoen su agregacióny partiríamosigualmentede un

númeroinferior de U?FC en el tiempo cero del EPA. Del mismo modo, puedeser que las

bacteriasseanviables pero incapacesde formar colonias en medio sólido, con lo que

tambiénestaríamosmidiendomenosbacteriasviablesqueen la realidadhay (180).

Estetipo de errorespuedencorregirse,en parte,cuandose realizanmúltiles réplicas

del ensayoparano subestimaro sobrevalorarel tiempoEPA.

A pesarde estosinconvenientes,el recuentode UFC es valioso por sueconomíay

su uso extendido, lo que permite comparar resultados(160). Además, como ya se ha

mencionadoanteriormente,no en todos los casoshay diferenciassignificativas con los

resultadosobtenidoscon otrastécnicas.Realmentelo que interesaesconocersí existeun

cambio en la cinéticade crecimientode las bacteriastratadasrespectodel control y si ese

cambio estádentrode un rangosignificativoparamodificar la dosificación(227).

L2. ANALISIS DEL METODO EXPERIMENTAL IN VIVO

Con el comienzo de la antibioterapia,aparecendos hechossignificativos para el

establecimientodel valor predictivo en cuantoa seguridady eficaciade los datosobtenidos

en los modelosexperimentalesen animales.El primero fUe el que el prontosil, inyectadoa

ratonesa concentracionesentre 0.01 y 1%, no sólo era bien tolerado sino que además

protegíaa los animalesde la muertedebidaa infección neumocócica(228). El segundofUe

el descubrimientode la penicilina. A sugerenciade Chainy colaboradores(73) fUe estudiada

la eficacia de la penicilina en el tratamiento de ratones infectados por bacterias

grampositivas,encontrándosesu elevadopotencialcomo agenteterapeútico,poniéndosede

manifiestoun papel más importanteque el asignadopor Fleming como simple antiséptico

local o herramientade diagnóstico (229). Posteriormenteesos resultadosobtenidosen

ratonessecorroboraronen ensayosclínicosen humanos.
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Actualmente,la realizaciónde pruebasin vivo con antibióticossereconocecomo un

nexo de unión indispensabeentrelas pruebasde sensibilidadin vitro y los ensayosclinicos

en voluntarios humanos,y el desarrollode nuevosantibióticoses inconcebiblesin pruebas

determinantesde su seguridady eficaciaen animalesde laboratorio.Perono hay que olvidar

que incluso el mejor modelo animal presentaproblemasy limitacionesque puedenafectar

seriamentea la calidadde los resultadoscon ellosobtenidos.

2.2..1. Consideraciones éticas

El uso de animalesen la búsquedade posibles tratamientosforma parte de la

investigaciónbiomédicadirigidaa lograrunamejoraen la saludy estadodel bienestarde las

personas,pero existeuna actitud creciente,no sólo entrela opinión pública sino tambiénen

algunos sectoresde la investigaciónbiomédica, de rechazo al uso de animales en la

investigación.

En 1986 la Unión Europeacelebró la EuropeanConvention for the Protection of

VertebrateAnimals usedfor Experimentaland Other Scientific Purposes(230), en la que

los estadosmiembro acordaronque ‘U hombretieneuna obligación moral pararespetara

los animalesy debede considerarsu capacidadde sufrimiento y memoria’ por lo que se

resolvió limitar el uso de animalescon fines experimentalesy científicos sólo a aquellos

casosnecesarios,y que aquellosexperimentosque causarandolor, sufrimiento, malestaro

dañosirreparablesse realizaríansólo con razonesjustificadasy en la menor cantidad

posible.

Nosotros consideramos,que el uso de animalesde experimentaciónen esteestudio

estabasuficientementejustificado,y en todomomentosetrató de utilizar el menornúmero

de animalesposiblesy de causarlesel mínimo dañonecesario.

2.2.1. Modelosanimalesparala evaluacióndese2uridad

Los estudioscon animalesparadeterminarla toxicidad de los antibióticossedebe

llevar a cabocon objeto de asegurarsu inocuidad.Actualmente,estetipo de estudiosestán

reguladospor normativas oficiales, siendo su único problema el que existen ciertas
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diferenciasanatómicasy fisiológicasentrealgunasespeciesde animalesy el hombre,lo cual
puederestarvalor al caracterpredictivode los datosobtenidoscon estaspruebas.

A pesar de estas limitaciones, ¡os test de toxicidad en animales pueden dar

indicacionesclarasde los posiblesefectosa corto y largo plazo, y de las máximas dosis

tolerables,constituyendoestosdatosun prereqisitoindispensableparalos ensayosclínicos.

Los antibióticosutilizadosen esteestudioestánya comercializados,con lo que ya

hanpasadoestaspruebasde toxicidad.

2.2.3.Modelos animalespara la evaluacióndeeficacia

Al contrariode lo que ocurrecon los test de toxicidad,no existendirectricesparala

realizacióny evaluaciónde estetipo de modelosanimales.Quizáestaausenciade normasse

debaa las limitacionesque presentanlos modelosactuales,a la dificultad parainterpretar

los resultadosobtenidosy al alto gradode variaciónexistenteentrelos datosobtenidosen

estetipo de experimentosentrediferenteslaboratorios.

Los modelosanimalesempleadosparademostrarla eficaciade los antimicrobianos

sepuedenclasificar,de acuerdocon la naturalezade la infección,en’

- Modelos básicosde “screening”.

El ejemplo másextendidode estetipo de modelosesel de sepsisen ratón, ya que

satisfacelos siguientesrequisitosestablecidospor O’Grady (231): la infección se produce

de manerasimple porinyecciónintraperitonealde un inóculo bacteriano,el antimicrobiano

seadministratambiénde manerasencilla,el experimentoes de cofta duracióny fácilmente

reproducible,los resultadosson evaluadoscon facilidad puessuelenserde todo o nada(p.

ej. queel ratónviva o muera),o tambiénsesuelecalcularla DE50, que seexpresaen mg/kg

de peso e indica la dosis de antimicrobiano que protegede la muerte al 50% de los

animales.

La relevanciade los resultadosobtenidosen estemodeloestálimitada porunaserie

de factores (232, 233, 234, 235, 236): i) se produce una extraordinariamenterápida

diseminación de las bacteriasque no es típica de las infecciones en humanos; Ii) el

antimicrobianossesueleadministraral mismotiempo que seproducela infección,siendosu

efectomásprofiláctico queterapeático;iii) el tamañodel inóculo influye en los resultados;
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iv) la farmacocinéticay el metabolismode muchosantimicrobianosno es igual que en el

hombre;y) se necesitauna estandarizaciónde los animalesutilizados, sobre todo si se

utilizan ratones,ya que factorescomo la estirpe, el sexo o la edadpuedeninfluir en los

resultados.

- Modelosex vivo.

Se utilizan implantes colocadossubeutáneamenteo intraperitonealmente,que son

infectadoscon bacteriasy posteriormenteel animal recibeun tratamientoantimicrobiano.

Estosimplantespermitentanto la difUsión de los antibióticoscomola entradade fagocitosy

anticuerpos,ofreciendola oportunidadde examinarconjuntamentela eficacia de la acción

de los antibióticos y los mecanismosde defensadel hospedador.Este tipo de modelos

puedeserde relevanciaclínicaparainfeccioneslocalizadascomolos abeesos(233).

- Modelos inonoparamétricos.

En estossemide un único parámetrocomo indicadorde la eficaciadel tratamiento

antimicrobiano, no prestándoseatencióna si se produce o no la cura del animal. Los

parámetrosde estudiopuedenserrecuentosbacterianosen determinadostejidos, cambios

de la morfología de los microorganismos, o medida de las concentracionesde

antimicrobianoquesealcanzanen sueroo tejidos(237).

Debido a las presionesexistentespara reducir el uso de modelos animalesde

experimentación,se debe tender mientras sea posible a la utilización de modelos

poliparamétricos,de maneraque de cadaanimal se obtenganel mayor número posiblede

datos.

- Modelosdiscriminativos.
Son los más complejostécnicamentey son diseñadospara mimetizar la forma de

inicio y desarrollode la infección en humanos.Se miden múltiples parámetrosde eficacia

para finalmente determinarsi un determinadoantimicrobiano es adecuadoo no en el

tratamientode una panicularinfección en humanos.Tambiénse utiliza paracomprobarla

validez de una nuevaestrategiaterapeútica,como por ejemplo nuevascombinacionesde

antimicrobianos,nuevos regímenesde dosificación, o terapiascombinadascon agentes

antiinflamatorioso inmunoestimuladores,etc.

Zak y Sandedescribenlos criteriosa seguirparaconseguirel modelodiscriminativo

ideal (235):

1.- Técnicade infección simple.
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2.- Microorganismo patógenotanto para el hombre como para el animal de

experimentación.

3.- Vía de entrada,diseminacióny tejido/s infectadosidénticos o similares a la

humana.

4.- Gravedadcursoy duraciónde la infecciónpredecible,reproducibley fácilmente

analizable.

5.- Sensibilidada la quimioterapiamedibley reproducible.

En la prácticaescasi imposible reunir todos estoscriterios, aunqueajuicio de los

mismosautores(235) existenejemplosclarosde modelosque se ajustana ellos como son

los modelos de endocarditis en conejos o ratas, neumonía en cobayas o perros

inmunodeprimidos,osteomielitisen conejoso ratas,algunosmodelosde infeccióndel tracto

urinario en ratasy cerdos,meningitis en conejos, infeccionesoculares,candidiasisoral en

ratas,e infecciónporCryptococcusen cobayaso conejos.

Existe controversiasobreque tipo de modelo,segúnlo anteriormenteexpuesto,es

el modelo de neumoníaen ratón utilizado en esteestudio.Para algunosautores(238) se

trata un modelo de ‘~creening% mientrasque para otros (239) se trata de un modelo

discriminativo. Así, Wilson y Rayner (239) hacen un listado de modelos animalesque

considerandiscriminativos, entre los que se encuentrael modelo de Pennington(20, 21,

240, 241) y el de A.zoulay-Dupuisel cii. (22,23, 24,163,242), que son modelosen los que

noshemosbasadoparaconseguirel utilizado en estetrabajo.Además,si vemos si nuestro

modeloseajustaa las5 normasdescritasporZak y Sande,y yamencionadasanteriormente,

encontramosque seajustaatodasmenosala 2”. Es decir, la técnicade infección essimple,

la via de entraday el tejido infectado, al igual que en el hombre, son la orofaringey el

pulmón respectivamente,y la diseminaciónocurreigual que en la neumoníaen humanos,

aunqueescierto que en el ratón ocurrede maneramás rápiday fulminante, la gravedad,

cursoy duraciónde la infecciónes predecible,reproducibley fácilmenteanalizable,bienpor

supervivenciao por recuentobacterianoen el pulmón,y la sensibilidadala quimioterapiaes

medible, igualmente por supervivencia o por recuento bacteriano en el pulmón, y

reproducible.Lo que no secumple completamenteesque el microorganismo,en estecaso

S. pneumoniae,seapatógenotantoparael hombrecomo parael animalde experimentación,

ya que aunquela cepadel serotipo 3 si lo es, las de los serotipos6 y 9 no lo son y los

ratoneshandeserinmunodeprimidospreviamente.
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Por tanto, y segúntodo lo anteriormenteexpuesto,nosotrosconsideramosnuestro

modelode neumoníaen ratón comoun modelodiscriminativo.

2.2.3.1.Modelosanimalesde infección respiratoria

Entrelos modelosanimalesde infección respiratoriaexistentes,la diferenciabásica

radica en la forma de producir la infección, bien intratraquealmentetras exposición

quirúrgica,bien medianteaerosoles,o bien por inoculaciónorofaringea.De las tres, y tras

sopesarlos prosy contrasde cadauna, nosotroselegimosla última. La primerade ellasfue

la primeraen serdescartada,ya que las técnicasquirúrgicaspor una partehacíanque la

forma de infección no iberasimilar a la que se da en humanos,ademásde la posibilidad de

queseprodujeraninfeccioneslocalesen la zonade la tráqueaabiertaquepudieraninterferir

en el procesoinfecciosoen estudioy el problemadel bajonumerode animalesa utilizar por

la lentitud de la técnica. La técnicade infección medianteaerosol,era la óptima desdeel

punto de vistade queseproducíala infección de forma idénticaqueen humanos,y además

permitíatrabajarconun elevadonúmerode animalesal mismo tiempo por la simplicidad de

la técnica;pero descartamosestatécnicapor que en la prácticase ha comprobadoque los

inóculos que se alcanzancon esta técnica pueden ser insuficientes (239). Finalmente

elegimosel modelode inoculaciónporvíaorofaríngea,ya quecumplíael requisitodequela

forma de infección fuera similar a la que se da en humanos,era una técnicasimple, y

permitíatrabajarcon un númerosuficientementeelevadode animalesen cadaexperimento.

El primermodelode inoculaciónporvía orofaringeaque seencuentraen la literatura

esel descritoporEspositoy Pennington,quienesse basanen los trabajosde Saffiotti y cois.

(243). Este es el modelo en el que sebasan Azoulay-Dupuisy cols. para su modelo de

infección, y a su vez esteúltimo es el modelo del que separtió parala elaboracióndel

nuestro.Al igual queparaestosautores,y comoya describieronBriles y cols. (164), sólo la

cepadel serotipo3 deSreptococcuspneuoniaefue virulentaparalos ratones,teniendoque

inmunodeprimir a los animalespara provocar la infección con las cepas de los otros

serotipos.Para producir esta inmunodepresiónse utilizó ciclofosfamida al igual que el

grupo de Azoulay-Dupuisy cols. (163), pero seutilizó una dosis intraperitonealde 150

mg/kg en los días4 y 1 previosal día de inoculación,mientrasque ellos utilizan una dosis

de 150 mg/kg intraperitonealdurantelos 3 díasprevios. Se utilizó ciclofosfamidapor su

eficacia como inmunodepresor(165, 166), hecho probadoen nuestrolaboratorio. Existe
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algún estudio en el que se mencionala capacidadde ciclofosfamida a través de su

metabolito, acroleína,de inhibir el crecimientode célulastanto eucariotascomo procariotas

(244); seriannecesariosmuchosmástrabajosparapodergeneralizarestaidea, puestoquea

pesarde estesupuesto,se consiguióel inicio y posteriordesarrollode la infección.

El inóculo bacterianoutilizado estabaen faseexponencialde crecimiento,y mientras

que en esteestudiose procedióa centrifUgar y lavar las bacteriasen solución salina dos

vecesantesde ajustarespectrofotométricamentela concentraciónbacteriana,el grupo de

Azoulay-Dupuisy cois. no realizaba esta operación. El tamaño del inóculo variaba en

nuestrocaso y el suyo en función del serotipo de la cepade la que se tratase.Los animales

eran anestesiadoscon 0.2 ml de pentobarbitalsódico al 0.65%, colgadosde los incisivos

superioresy canuladosorotraquealmenteen ambos casos,siendo introducidos0.06 ml en

nuestro caso y 0.04 ml en el suyo. El que los animales permanecieran5-10 minutos

colgados,y que luego se situaraninclinadosaproximadamente450 hastaque sedespertaran

de la anestesiacon objeto de impedir que expulsaranla suspensiónintroducidasucedíaen

ambosmodelos.

La razade ratonesutilizada en ambosmodelosno fUe la misma,lo cual dificutarála

posteriorcomparaciónde resultados.En el presenteestudioseutilizaron ratonesBA.LB/c

mientrasque ellos utilizaban ratonesC57BL/6 en cuyo caso se producíauna neumonía

subagudano comparablecon la que seproducíaen nuestrosratones,o ratonesSwiss en

cuyo casoseproducíaunaneumoníaagudacomparablecon la que seproducíaen nuestro

modelo (23). Coincide en ambos casosel que los animaleseran hembras,de edad 8-12

semanas,y 20-22g de peso. El númerode animalespor grupo de tratamientoen ambos

casosfUe de aproximadamente15 animales.

Para los estudios de supervivencia, nuestro protocolo de administración de

antibióticostambiéncoincidíacon el suyo, 6 dosisespaciadas12 horas,no coincidiendoel

inicio del tratamiento,5, 19 y 31 horaspi. en nuestrocasoy variableen su caso:18, 48, 72

y 96 horaspi. en el casode neumoníasubaguda(22), o 3 (242)06 y 18 (163)horaspi. en

el casode neumoníaaguda.Se pretendíaestudiarhastaque punto el momentoen que se

iniciabael tratamientoinfluía en la respuestaa este,y porello seeligió iniciar el tratamiento

a un tiempoen quetodavíano exixtieransíntomasde la infección (5 horaspi.), a un tiempo

en queya existieranmanifestacionesexternascomo decaimiento,pelo erizado,o dificultad

para respirar (19 h pi.) y transcurridoun tiempo (12 horas) desde el inicio de estas

manifestaciones(31 horasp.i.).
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Parala realizaciónde las curvasde letalidad,el tratamientoen amboscasosesde 6

dosisespaciadas12 horas,variandoigualmenteel momentodel inicio del tratamiento,que

en nuestro caso fUe siempre de 19 horas pi.. Se utilizaron 3 ratones por punto,

sacrificándolosen intervalos de tiempo similares en ambos casos. Asimismo, en ambos

casoslos pulmoneseranhomogeneizadosen soluciónsalina, nosotrosen 5 ml y ellos en 2

mí, lo cual puededar lugara diferenciasya queel resultadoseexpresacomo UFC por ml de

homogeneizadode pulmón en ambos casos. Ambos modelos emplean la técnica del

recuento de colonias en placas de agar sangre. En ambos casoslos hemocultivos se

realizaron por cultivo de sangreobtenida por punción intracardiaca.Los animales se

sacrificabanal inicio del tratamientocon objetode establecerla concentraciónbacterianade

la que partíamos,a las 8 horastras la 1” inyeccióncon objeto de determinarla eficaciade

unasola dosis, tras 12 horastras la 2”, 4” o
6a inyección paraobservarla evolución del

procesoy si seproducíao no la erradicacióndel neumococodel pulmón, y si el tratamiento

tenía éxito y los animalessobrevivíanse sacrificabananimalesa las 84 horas (tres díasy

medio) tras la 6” y última inyección con objeto de determinarsi una vez finalizado el

tratamientosereproducíala infección o por el contrarioseconfirmabala total erradícacion

del neumococodelpulmón.

En cuantoa los estudiosfarmacocinéticos,en amboscasosserealizaronmediantela

técnicadel bioensayo.Estatécnicadel bioensayomediantepocillos utilizada paradetectar

concentracionesfisiológicasde los antimicrobianosen sueroy tejidos cercanaso superiores

a la CMI, ha demostradounabuenasensibilidadpuestoque hemosobtenidocoeficientesde

correlaciónr
2 muy cercanosa la unidad(0.98 paraamoxicilina y 0.97 paraciprofloxacino).

La precisiónde estemétodo,aunquealgo inferior a la obtenidaporHPLC, es comparable

(245). No se determinaron los niveles de ácido clavulánico, ya que al no tener este

compuestoactividad bactericida sobre 8. pneurnoniae ni poseer este microorganismo

actividad betalactamasa,nos pareció más interesante centramos en amoxicilina y

ciprofloxacino.Sedeterminaronlos nivelesno sólo en suero,sino también en pulmón, y se

hizo en animalessin infectar e infectadoscon objeto de determinar si la existenciade

infección favorecía o no el que se alcanzaran unos niveles más altos o que estos

permanecieranelevadosmástiempo.
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3.. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

31. MODELO IN VITRO

3.1..1. CMIs y CML

Sedefinencomo cepasde S. pneumoniaesensiblesa amoxicilina aquellascon CMI

=0.06 ng/ml, parcialmenteresistentescon 0. 1 ~ig/ml=CMI =1 j.tg/ml, y altamente

resistentescon CMI =2 ~tg/ml(70). Segúnesto la cepadel serotipo3 que era sensiblea

penicilinatambiénessensiblea amoxicilina,la del serotipo6 queeraparcialmenteresistente

o de resistenciaintermediaapenicilinatambiénlo esa amoxicilina, y la del serotipo9 que

eraresistenteapenicilinatambiénlo esa amoxicilina.

La actividaddel ácido clavulánicofrente aestascepases escasa,y combinadocon

amoxicilinano influye en la actividaddeestaúltimaya queni varianlas CMIs ni las CMIBs.

Ciprofloxacinotieneuna actividadmoderadafrentea estacepascon CMIs entre0.5

y 1 ng/ml, siendoel punto de cortede ciprofloxacinoparael neumococode 2 .tg/ml (246),

destacandoque las CMIBs son una dilución más elevadasquelas CMIs y que en el caso de

las cepasde los serotipos3 y 6 sonde 2 ~tg/ml.No se observaun aumentode sensibilidada

ciprofloxacino en las cepas resistentesa penicilina y amoxicilina respectode la cepa

sensible,

3..1.2.. Curvas de letalidad

La concentraciónde antimicrobianoutilizada parala realizaciónde estascurvas de

letalidadno es la mismaparalastrescepas,ya que lastres poseendiferentesensibilidad,por

lo que siemprese utilizaron concentracionesde 1, 4 y 10 vecessu CMI, con objeto de que

la relación dosis/CMI fUera constante para las tres cepas y se pudieran realizar

comparaciones.Cabriaesperarque un aumentoen la concentraciónde antimicrobianose

tradujeraen un mayor efectoantibacteriano,pero nosotrosobservamosque estono siempre

ocurría.Así, parala cepadel serotipo3 con ambosantimicrobianosseobservóun mayor

descensode la viabilidad bacterianaa concentracionesde 4 y 10 CMI que de 1 CMI, pero

no existían diferencias(salvo en algunahora) entreel descensoen la viabilidad producida

por el tratamientocon 4 y lo CMI (Tabla2). En lacepadel serotipo6 ocurrelo mismoen

el casode ciprofloxacinoy en las 6~ y 30 horasde la exposicióna amoxicilina (Tabla 3). En
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cambio, en la cepadel serotipo 9 seobservaesto paraciprofloxacino,mientrasque para

amoxicilinasólo existe un mayor descensode la viabilidad bacterianacon la concentración

de 10 CMI respectoa la de 1 CMI en la 2” y ga hora de exposición(Tabla4).

Si lo que se comparaes la eficacia de amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino

(Tablas 2, 3 y 4) y nos fijamos en lo que ocurre tras ocho horas de exposición

antimicrobiana(Tabla1), amoxicilina/clavulánicoesel máseficazparala cepadel serotipo3

a cualquierade las concentracionesensayadas,ciprofloxacinoesel máseficaz parala cepa

del serotipo6 a cualquierade las concentracionesensayadas,y amoxicilinaesmáseficaza 1

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

TIEMPO (h) 1 CMI 4 CMI 10 CMI

Serotipo 3 MC MC MC

Serotipo 6 CIP CIP CIP

Serotipo 9 MC MC = CIP CII’

Tabla 1. Representaciónde que antimicrobianoproduceun mayor descensode la

viabilidad bacterianade cadauna de las cepasestudiadastras ocho horas de exposición

continua.

Al estudiarsi amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacino tienen efecto bactericida,y

compararlo queocurrea cadaconcentracióny paracadacepavemoslo queserefleja en la

tabla II. Para la cepadel serotipo 3 mientras que amoxicilina/clavulánicotiene efecto

bactericidaa cualquierconcentraciónciprofloxacinosólo lo tienea 10 CMI, parala cepadel

serotipo 6 amoxicilina/clavulánicono posee efecto bactericidaa ninguna concentración

ensayaday si lo presentaa 4 y 10 CMI de ciprofloxacino,y para la cepadel serotipo9 los

dos antimicrobianostienen efectobactericidaa 4 y 10 CMI.
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A/C CIP

ICMI 4CMI íOCMI 1CMI 4CMI IOCMI

Serotipo3 + + + .. - +

Serotipo 6 - - - .. + +

Serotipo 9 - + + .. + +

Tabla II. Existencia de efectobactericida con cadaantimicrobiano para cada una de

las cepasestudiadas.

En los casos que existe efecto bactericidaa diferentes concentracionesde un mismo

antimicrobianoparaunamisma cepa,seobservaque estese alcanzaantescuantomayores

la concentraciónde antimicrobianoutilizada(Tabla 5).

A pesarde que se han publicado muchosestudiosde sensibilidad in vitro de los

neumococosa diferentesantimicrobianosmediantela determinaciónde sus CMIs, existen

muy pocasreferenciasen la literaturade estudiosde sensibilidadrealizadosmediantecurvas

de letalidad,y aún esmásreducidoel númerode publicacionesde estetipo en las que los

antimicrobianosutilizados son amoxicilina/clavulánicoo ciprotioxacino. Jacobsy cols.

(247) encontraronun aumentoparadójicoen la viabilidad bacterianaen cuatrode las ocho

cepasde neumococoexpuestasa ciprofloxacino,hechoqueno ocurreen ningunade las tres

cepasutilizadaspor nosotros.Pankuchy cols. (248, 249) y Visalli y cols. (250) ensayan

utilizando esta metodología varios antimicrobianos entre ellos ciprofloxacino y

amoxicilina/clavulánico,encontrandoque con ciprofloxacino las concentracionescon las

quesealcanzaactividadbactericidasonmuy próximasal punto de corte(2 ng/ml) paraeste

antimicrobiano, mientras que destacan la actividad bactericida alcanzada con

amoxicilina/clavulánico(249).

La comparaciónde nuestrosresultadoscon los obtenidosporotros autoresesdificil

pueslas cepasutilizadaspor cadauno son diferentesen cuantoa serotipoy sensibilidad.

Liñaresy cols. (251) estudianmediantecurvasde letalidad la actividadbactericidade cinco

betalactámicos,entreellos amoxicilina, frentea tres cepasde S. pneumoniae,una de ellas

del serotipo3 y sensiblea penicilina, otra del serotipo 6 y de resistenciaintermedia a

penicilinay otradel serotipo23 y resistenteapenicilina. En la tablaIII serecogenlas CMIs
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de esascepasparaamoxicilina, las concentacionesutilizadasparael ensayoy la existenciao

no de efecto bactericida. A ¡ CMI, para la cepa del serotipo 3 no obtienen efecto

bactericidamientras que nosotros si, para la cepa del serotipo 6 no obtienen efecto

bactericidacomonosotros,y parala ceparesistenteaunquees de diferenteserotipo a la

nuestratiene la misma sensibilidada amoxicilina y al igual que nosotrosobtienen efecto

bactericida.

CMI/C MB an)oa iclíjo a Concentración Efecto bactericida

Cepa 1

serotipo 3

0.03/0.03 1 CMI

2CMI +

CepaII

serotipo 6

0.06/0.12 1 CMI

• 2 CMI +

CepaIII

serotipo 23

2/2 1 CMI +

2CMI +

Tabla III. Efecto bactericida de amoxicilina (251).

3.1.3.Efecto Postantibiótico

Tantoamoxicilina/clavulánicocomo ciprofloxacinoa las concentracionesensayadas

inducenun EPA significativo (mayora 0.5 h) en las trescepasde esteestudio,a excepción

de ciprofloxacinoa 1 CMI paralacepadel serotipo6.

Se confirma en esteestudioque el EPA y su duraciónestáncorrelacionadoscon la

concentraciónensayadade antimicrobiano.Esto estáen consonanciacon lo observadopor

la mayoríade los autores(162, 182, 192, 204, 205)de queincrementosen la concentración

prolonganel EPA hastaun puntode máximarespuestaporencimadel cual no se observaun

aumentosignificativo del EPA. Así, la duracióndel EPA fUe mayor a mayorconcentración

utilizadapero paracadacombinacionantimicrobiano/cepaesteefectosedió a partirde una
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concentración diferente. Para amoxicilina/clavulánico/cepasserotipos 3 y 9 y para

ciprofloxacino/cepaserotipo3 con 10 CMI seobservaronEPAsmás largosquecon 1 CMI,

no observándosediferenciasen la duracióndel EPA con 4 CMI respectode 1 CMI ni con

10 CMI respectode 4 CMI. En cambio paraamoxicilina/clavulánico/cepaserotipo 6 y

ciprofloxacino/cepasserotipos6 y 9, con 4 CMI y con 10 CMI respectode 1 CMI se

observanEPAsmáslargos,no habiéndodiferenciasentrelos EPAsproducidospor 10 CMI

respectode los producidospor 4 CMI. En esteúltimo casoel punto de máximarespuesta

estaríaalrededorde 4 CMI, y poresono existiríandiferenciasentre4 y 10 CMI.

Los resultadosobtenidoshastael momentosobreel EPA (160, 192) destacanel que

las quinolonaspresentanun EPA de largaduraciónfrente a organismosgrampositivosy

gramnegativos,y que los betalactámicosprovocanun EPA menorque es dependientedel

tipo de organismodiana empleado,siendohastade algunashorascon algunosorganismos

grampositivos.Con los resultadosobtenidosen esteestudio no se puedeestablecerque

antimicrobianode los ensayadosproduceEPAs máslargossobreS. pneumoniae,ya que se

observa que dependiendo de la cepa de 51 pneumoniaey de la concentraciónde

antimicrobiano utilizada el resultado es diferente. Para la cepa del serotipo 3

amoxicitina/clavulánico y ciprofloxacino inducen EPAs de la misma duración

independientementede la concentraciónensayada,parala cepadel serotipo6 ciprofloxacino

inducía un mayorEPA que amoxicilina/clavulánicopero sólo a 10 CMI siendo de igual

duración a otras concentraciones,y para la cepa del serotipo 9 a 1 y 4 CMI

amoxicilina/clavulánicoinducía un mayor EPA que ciprofloxacino igualándosela duración

de estosa 10 CMI.

El mecanismoprecisopor el que se estableceel EPA es desconocido,peromútiples

factoresdeben estar implicados. Aunque el término EPA fUe definido para enfatizarel

hechode que la previaexposiciónal fármacoes la causantedel fenómeno,otrasteoríasse

inclinan a destacarel papel de las concentracionessubinhibitorias del antibiótico, al que

estánexpuestaslas bacteriastrasla eliminacióndel antibiótico del medio, en la presentación

de estefenómeno.Algunosautoressugierenque el tiempo necesarioparala liberacióndel

antibiótico de sus receptoressería el tiempo de recuperacióndel crecimientobacteriano

(160), paraotros autores,el EPA sería el tiempo de resíntesisde las proteínasy enzimas

afectadosporla accióndel fármaco(252).

Se consideraque esun fenómenoque se desarrollafUndamentalmentedependiendo

de la combinaciónantimicrobiano-microorganismoy, en muchoscasos,esmultifactorial. Se
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asume que el EPA es el resultadode la inhibición del crecimiento bacterianocomo

consecuenciade una prolongacióndel tiempo de latencia.Sin embargo,podríadebersea un

aumentoen el tiempo degeneracióno, incluso,unacombinaciónde ambos.El segmentode

la fase de crecimientoque estáafectadapuede calcularsetomando muestrasa intervalos

muy cortos. Esto ha revelado que en la mayoría de los casossucederealmenteuna

prolongaciónde la fase de latencia, exceptopara ciprofloxacino (220) que pareceque

induceuna prolongaciónen el tiempode generación.

Hasta hace relativamentepoco tiempo se considerabaque los betalactámicos

producíanun EPA sobrelos grampositivospero no sobrelos gramnegativos.Sin embargo,

los carbapenemessi inducenEPA en ambasclasesde bacterias.Los betalactamicossefijan

a varias PBP, presentesen la membranacitoplásmica,con preferenciaen la PBP2, que

induce la formación de esferoplastos.El EPA podría en estos casosreflejar el tiempo

requeridopor los esferoplastosen resintetizarsu pared (221) ya que antesno pueden

dividirse. Otra alternativa sería que el EPA representarael período duranteel cual la

bacteriaresintetiza nuevas PBP o el efecto del antimicrobianoque permanece,el cual

continúainhibiendola actividadde las enzimasrecién sintetizadas(253). Otra posibilidades

que el EPA seael períododuranteel cual la célularegenerala actividadenzimáticadespués

de que el antibiótico sehaya liberado desdelas dianas; el rango de síntesisde las nuevas

enzimasvariarásegúnel tipo de bacteriasy dentrode cadabacteria,lo que explicaríalas

diferenciasentreunosorganismosy otrosen sustiemposde EPA (254).

En el caso de las quinolonasseha sugeridoque el EPA estácondicionadopor el

tiempo queestastardanen disociarsede susreceptoresy difUndir fUera de labacteria(255).

Sin embargo,aunqueparatodaslas quinolonasla ADN-girasapareceser la dianaprincipal,

si el valor de EPA varía de unasquinolonasa otras, debemosbuscarotras explicaciones

adicionalesparapoderentenderdichasdivergencias.

31. MODELO IN VIVO

31.1.Determinaciónde la MDL

Dado que cadauna de las cepasutilizadaspertenecea un serotipodiferentey por

tanto poseediferentevirulencia, es necesariodeterminarsu MDL. Estafue de 1 o
5 UFC/r

parala cepadel serotipo3, de lo7 UIFC/r parala cepadel serotipo6 y de 106 UFC/r parala
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cepa del serotipo 9. Estos resultadosindican la existencia de un diferente grado de

virulenciade cadaunade las cepas,siendola másvirulentala del serotipo3 la cual escapaz

de infectaranimalesinmunocompetentescon la menorMDL de las tres. Lasotrasdoscepas

son similares,siendoalgo másvirulentala del serotipo9 ya que su MDL esuna dilución

menorquela del serotipo6.

Algunos autores (256) utilizan para diferentes cepasun inóculo de la misma

concentraciónparaproducir la infección. En estoscasosla concentracióndel inóculo suele

serelevadaparaasegurarque incluso las cepasmenosvirulentas seancapacesde producir

infección. Nosotrosconsideramosque al haceresto se estáutilizando una concentración

que puedeser10 vecesla MDL de una cepa,100 vecesla MDL de otracepa,etc., lo cual

impide compararlos resultadosobtenidosconcadauna de las cepasensayadas.Con objeto

de evitar esto nosotrosutilizamos parala realizaciónde todos los experimentosla MDL

paracadacepa.

3.2..2. Lesioneshístopatoló2icas

Los estudiosde las lesioneshistopatológicasrevelan que la cepa del serotipo 3

provocaunaneumoníaabcesificante,mientrasque las cepasde los serotipos6 y 9 producen

una neumoníahemorrágicay menos abcesificante,siendo las lesionesmás agresivasy

agudas.Estasdiferenciassepodríandebera queen el casode las cepasde los serotipos6 y

9, los animalesestáninmunodeprimidos,lo cual explicala menor presenciade leucocitos

polimorfonuclearesy la existenciapor tantode lesionesmásagresivasy agudas.

Tateda y cols. (257) recientementehan descrito un modelo de neumonía

neumocócicautilizando ratones CBAIJ, el cual permite, sin utilizar ningún fármaco

mmunosupresivoy con inóculosno muy altos, producir neumoníaindependientementedel

serotipode la cepautilizada. Así, con un aisladono mucoidedel serotipo 19 se consigue

producir la infección pulmonar, describiéndoseunas lesioneshistológicassimilares a las

obtenidaspornosotroscon la cepadel serotipo3 con ratonesinmnucompetentes.

Porotra parte,hay que destacarque en nuestromodelo con la cepadel serotipo3

las lesionesaparecenantes,siendoestasmáximasa las 19±24horas,mientrasque con las

cepasde los serotipos6 y 9 la evolución de la infección es más lenta, no apareciendo

lesionesmáximashsta las 19+72 y 19+48horasrespectivamente.Esto confirmaríaque la
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cepadel serotipo 3 es la másvirulenta, seguidade la del serotipo9 y por último la del

serotipo6.

3.2.3.Curvas de suDervivencia

El efecto del tratamiento de amoxicilina/clavulánico y ciprofloxacino en la

supervivenciade animalesinfectadosen nuestro modelo de infección respiratoriaquedó

perfectamentedetalladoen el capítulo de resultados.Es dificil compararestosresultados

con los obtenidosporotros autores,ya que las condicionesexperimentalesdifieren en cada

caso;por ejemplo, ni las cepasbacterianasni los animalesson los mismos, las horasde

inicio del tratamientodifieren, etc. A pesarde esto,en la tablaIV secomparanpartede los

resultadosobtenidospornosotroscon los de otrosgrupos.

En los tres casosse trata de un modelo de neumoníaneumocócicaen ratón,

utilizándosediferentescepasde Y pneumoniaeen cuanto a sensibilidady serotipo, y

consistiendoel tratamientoen todos los casosen 6 dosis, espaciadaspor 12 horas en el

modelode Azoulay-Dupuisy cols. y el nuestro,y espaciadaspor 8 horasen el de Gisby. El

inicio del tratamientoy víade adminisracióntambiénvarían,especificándoseen la tabla.

Paraamoxicilina,Azoulay- Dupuis y cols. con una cepadel serotipo3 de la misma

sensibilidada esteantimicrobianoque la empleadapornosotros,con la misma dosisde 5

mg/kgobtienenel mismo 100%de supervivenciaquenosotros,mientrasqueparala cepade

resistenciaintermedia una dosis de 50 mg/kg produceuna supervivenciadel 90%. En

cambio nosotros obtenemosuna supervivenciade 100% para la cepa de resistencia

intermediacon una dosisde 25 mg/kg. Estasdiferenciassepodríandebera que las cepas

correspodena diferentesserotipos.Paraciprofloxacino,seve como en los tres modelosel

resultadoesdiferenteparacadacepaaunempleandodosisigualeso similares.

En los tres modelos se observa claramente que con amoxicilina o

amoxicilina/cavulánico se obtienen mejores resultados de supervivencia que con

ciprofloxacino, incluso aunquelas concentracionesutilizadas de la primera sean mucho

menores(hasta10 vecesmenos)quede ciprofloxacino,e incluso paralas cepasresistentesa

penicilina.
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CMI/CMB

i.tg/ml

Dosis

mg/kg

Supervi’v.

(%)

CMI/CMB

~zg/ml

Dosis

mg/kg

Superviv.

(%)

A-D (1Ó~ AMOXICILINA CII’ROFLOXACINO

p5d Ser3 0.03/0.03 5 100 1/2 100 50

PR?, Ser 23 0.5/1 50 90 1/2 50

100

9

92

Gisby (254’ MC (2/1) CIPROFLOXACINO

PS, 1629 0.01 10/5

20/10

80

100

1 40

80

160

20

40

80

PS, 7 0.01 10/5 100 0.5 40

80

100

40

80

100

García, Y.
t A/C (4/1) CIPROFLOXACINO

PS, Ser 3 0.03/0.03 5 100 1/2 50 0

PItSer6 0.25/0.25 25 100 1/2 50 81.81

PR, Ser9 2/2 50 100 0.5/1 50 27.27

Tabla IV. Efecto del tratamiento de amoxicilina, amoxicilina/cavulánico (MC) y/o

ciprofloxacinoen la supervivencia,en diferentesmodelosde infección respiratoriapor S.

pneumoniae.
a Azoulay-Dupuisy cols. Inicio tratamiento:6 horasp.i., sc.
Ii Gisby y cols. Inicio tratamiento:1 horapi., yo.
Inicio tratamiento:5 horaspi., s.c.

PS, PI y PR: sensible, de resistencia intermedia y resistente a penicilina.
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Por otro lado,en nuestrosresultadosseobservaclaramentecómo retrasosde 12 o

24 horasen el inicio del tratamiento,de 5 horasp.i, a 19 horaspi. o a 31 horasp.¡., se

correspondencon una importantedisminución del éxito de esteparalas tres cepasy para

ambosantimicrobianos,aunqueesteefectoesmásacusadoen el casode ciprofloxacino.

3.2.4.DE~Y DE90

Si secomparanlos valoresobtenidospara cadacepa,vemos quepara la cepadel

serotipo6 paraquela supervivenciapasedel 50% al 90%,senecesitaaumentarla dosisde

amoxicilina/clavulánicoen 3.25 veces,mientrasque parala cepadel serotipo9 el aumento

de la dosisdebeserde 2,09 veces.

Si se comparanlasDE50 obtenidasparacadacepa,la DE50parala cepadel serotipo

9 es 3.4 vecesmayor que la del serotipo 6, y considerandoque fuera 5 la de la cepadel

serotipo3, la DE50 parala cepadel serotipo9 seríacasi 5 vecesmayorque la de la cepadel

serotipo3.

Si secomparanlas DE90obtenidasparacadacepa,la DE90 parala cepadel serotipo

9 es2.1 vecesmayor que la del serotipo 6, y considerandoque fUera 5 la de la cepadel

serotipo3, la DE90 parala cepadel serotipo9 seríacasi 10 vecesmayor que la de la cepa

del serotipo3.

Para ciprofloxacino no se pueden calcular estos parámetros al ensayarse sólo una

dosis (50 mg/kg), pero como muestran las curvas de supervivencia, cuando el tratamiento

comienza a las 19 horas pi., esa dosis no es capaz de proteger ni al 50%de los animales en

el caso de que la cepa utilizadaIberala del serotipo3 o la del serotipo 9, y sólo en el caso

de la cepa del serotipo 6 la DE50 seria aproximadamente de 50 mg/kg (se obtiene para esa

dosis una supervivencia del 54.54%). Para esa misma cepa la DE50 de

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

Existe controversia sobre la existencia de correlación entre la actividad

antibacteriana de los antibióticos y su eficacia en infecciones sistémicas en ratones, es decir

sí existe correlaciónentre la CMI y la DE50. Zak y Sande (234) en 1982 publicaban un

estudioestadísticode 2000 sustancias,encontrandoque al menosen un 40% de los casos

habíadiscrepanciasentrelos valoresde la CMI y la DE50.Entrelos factoresquemencionan
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como posiblesresponsablesde estasdiscrepanciasestánla disparidadque existeentrelas

condicionesestáticasy relativamentesimples bajo las que se determinanlas CMIs y las

condicionesdinámicasde los modelos in vivo, en los que la acción de los antibióticos

dependede muchas variables específicasde la droga, huéspedy bacteria y de las

interaccionesque seestablecenentreestosfactores.Paraestosautores,estasdiscrepancias

rechazanla generalizadaopinión de que el ratónesun simple tubo de ensayoviviente. En

contraposición,Knudseny cols. (258) en 1995 publicanun estudioen el que sedemuestra

la existenciade correlaciónentrelas actividadesin vi/ro e in vivo de penicilina frentea 10
cepasde neumococoscon diferentesensibilidada penicilina. En su trabajoencuentranuna

alta correlaciónentreel log CMI y el log DE50, lo cual indica que la CMI es altamente

eficaz en la predicciónde la dosisde penicilina necesariaparaqueestaseaeficaz in vivo.

Estetrabajose ha realizadosólo con tres cepas,de maneraque sonpocaspara establecer

matemáticamentesi existeunacorrelaciónentrela CMI y la DE50 paraamoxicilina,pero si

seobservaqueun aumentoen la CMI secorrespondecon un aumentode la DE50.

31.5. Curvas de letalidad in vivo

La elaboraciónde estascurvas de letalidad in vivo, nos pemite comprobarque

realmentehay presenciade S. pneumoniaeen los pulmonesde los animalesinfectadosy por

tantojunto con los datosaportadosporel estudiohistológico,podemosafirmar quese está

produciendounainfecciónneumónica.

A la vista de los resultadosobtenidosen estascurvas,sepuededecir que para la

cepadel serotipo 3 el tratamientocon (5/1.25) mg/kg de amoxicilina/clavulánicoresultó

más 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) mg/kg de

amoxicilina/clavulánico resultó eficaz desde la primera dosis en relación con aquellos

animales que no recibieron tratamiento (controles), mientras que el tratamiento con 50

mg/kg de ciprofloxacinono lo fUe, y sólo amoxicilina/clavulánicofijé capazde erradicarla

bacteriade los pulmonesde los ratonesinfectados.

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

amoxicilina/clavulániconi con 50 mg/kg de ciprofloxacino, resultó eficaz tras las primeras
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dosis en relación con aquellosanimalesque no recibieron tratamiento(controles),y que

aunquehastadespuesde la
6a dosistampocohubo diferenciasentreambosantimicrobianos,

al final sólo amoxicilinalclavulánicofué capazde erradicarla bacteriade los pulmonesde

los ratones.

Esdecir, queseconfirman los resultadosobtenidosen los estudiosde supervivencia,

de modo que paralas tres cepasestudiadas,incluso paralas que presentanresistenciaa

penicilina y a amoxicilina, el tratamientocon amoxicilina/clavulánicoesmáseficazque el

tratamientocon ciprofloxacino en la erradicaciónde las bacteriasde los pulmonesde los

animalesinfectados.Otrosautores(163, 256) obtienenresultadossimilaresa los nuestros,

destacandotambiénla mayoreficaciade amoxicilinasobreciprofloxacino.

No podemoshaceruna evaluacióncorijunta de las curvasde letalidad in vitro e ¡ti

vivo puestoque, ademásde que las concentracionesutilizadasno coinciden, iii vi/ro los

microorganismoshan sido expuestosa una sola dosisde antimicrobianoy la concentración

permanececonstantea lo largo del tiempo, e in vivo a los animalesse les han administrado

6 dosis,cuyaconcentraciónvariaráa lo largo de tiempo, influyendo ademásel metabolismo

del animal.

3.L6..Presenciade miscroor2anismosen sanare

Es importanteconocerla capacidadinvasivade cadauna de las cepasestudiadas,y

conocer por tanto su facilidad para pasar de los pulmones a la sangre y producir un proceso

bacteriémico que agudice la situación, en este caso del animal infectado. Así, las tres cepas

son capaces de realizar este paso a la sangre, observándose diferenciassegúnlos serotipos;

las cepas de los serotipos 3 y 9 producen un hemocultivo positivo en el 100% de los

animales a las 19 horas pi., mientras que para la cepa del serotipo 6 esto no ocurre hasta las

27-43 horas pi.

Por otra parte, de nuevo amoxicilinaiclavulánico se muestra más eficaz que

ciprofloxacino, en esta ocasión a la hora de negativizar los hemocultivos de S. pneumoniae.

Esta negativización con amoxicilina/clavulánicoocurreantescuantomássensibleesla cepa,

así ocurre a las 43 horas pi. para la cepa sensible (serotipo 3), a las 67 horas p.i. para la

cepa de resistencia intermedia (serotipo6) y a las 91 horas pi. para la cepa resistente

(serotipo9).
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3.1.7. Parámetrosfarmacocinéticos

Al haber ensayadonosotros tres dosis diferentes para amoxicilina y una para

ciprofloxacino, y haber determinado los niveles en suero y pulmón, y a su vez en animales

sin infectar (controles) e infectados, el volumen de datos obtenidos es grande, lo cual

dificulta su interpretación. Si empezamos por comparar las Cmax alcanzadas, vemos que en

general estas son mayores en suero que en pulmón en el caso de amoxicilina y de animales

infectados en el caso de ciprofoxacino. Lo mismo ocurre con los T~0 de amoxicilina, son

algo mayores en suero que en pulmón, ocurriendo lo contrario para ciprofloxacino. El Tmáx

coincideusualmenteparaambosantimicrobianosen 0.5 horas.En general,sepuededecir

que la infección no modificó los parámetrosfarmacocinéticosni para amoxicilina ni para

ciprofloxacino, pues las Cmax, T112 y ABC en animales no infectados e infectados son muy

similares,habiéndosólo diferenciasnotablesen el A.BC de pulmonesde animalesinfectados

respectode los controlescon las dosisde 25 y 50 mg/kg de amoxicilina.Azoulay-Dupuisy

cols. (163) tampoco encuentran que la infección haga variar los parámetros

farmacocinéticosde ciprofloxacino, independientementede que esteseadministrepor vía

oral o subcutánea.Por otra parte, si nos fijamos en el tiempo que las concentracionesde

antimicrobianosuperanla CMI (1> CMI), vemosque paraamoxicilina con las DE50 para

cada cepase obtienenvalores no muy diferentesentre si, y que con ciprofloxacino se

obtienenvaloresidénticosparalas cepasde los serotipos3 y 6 (ya que tienen la misma

sensibilidad),y valoresmás elevadosparala cepade serotipo9 (de mayor sensibilidadque

las anteriores).Por último, si comparamosamoxicilina y ciprofloxacino, a la dosis de 50

mg/kg vemos que las Cniáx, T1,2 y ABC de ciprofloxacino son mayores que las de

amoxicilina.

El hecho de la existenciade muchassimilaridadesen la anatomíay fisiología entre

las distintas especiesde mamíferos ha sido la base del uso de modelosanimalesen la

investigación biomédica. Pero, no hay que olvidar que también existen importantes

diferencias a tener en cuenta. Así, aunque sean las propiedades fisicoquímicas propias de

cadaagenteantibacterianolas que regulansus propiedadesfarmacocinéticasen todas las

especies animales (259), hay que tener en cuenta que los procesos de absorcion, excrección

y distribución puedenser influidos por las diferenciasentreespecies,no sólo anatómicasy

fisiológicas, sino tambiénmetabólicas(260, 261). Ejemplos de esto esel hechode que los

animalespequeñoseliminan los fármacosmásrápidamente(262, 263, 264), o las diferencias

que pueden existir en la unión de los antibióticos a proteínas 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 animales (265).

En la tabla y aparecen las concentraciones y Tín que se alcanzan en suero humano

tras la administración de 625 mg de amoxicilina/clavulánico, y 500 o 750 mg de

ciprofloxacino. Si comparamos nuestros datos con los allí reflejados vemos que con la

concentración de 50 mg/kg de amoxicilina se obtiene una Cmáx en suero de animal

infectado de 7.67 ~tg/mlmuy similar a la obtenida en humanos, y con una Tía también

similar (1 hora frente a 56.4 mm.). En cambio con una dosis de 50 mg/kg de ciprofloxacino

los niveles en suero son mucho mayores (9.17-9.33 iig/ml) que los 2.96 ~xg/m1obtenidos en

humanos con una dosis de 750 mg, aunque los valores de T1~ obtenidos en nuestro caso son

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

Dosis (mg) Csuero (~xg/ml) Tí/2 <mm)

Amoxicilinaf

clavulanico

500 8.0 (266) 56.4 <266>

125 2.9 <266>

Ciprofloxacino 500 2.37 <267) 292.2 <267>

750 2.96 (267) 320.4 (267)

Tabla V. Concentraciones y Tia en suero humano tras la administración de

amoxicilina/clavulánicoy ciprofloxacíno.

4. APLICACIONESCLíNICAS

La efectividad de las pautas de administración de los antibióticos se ve influenciada

en gran medida por los efectos que las concentraciones de los antibióticostienenen el lugar

de infección sobre la población bacteriana dinámica tras una sola dosis y los efectos

acumulativos de dosis múltiples intermitentes. Y estos efectos farmacológicos envuelven,

por un lado, a la tasa de actividad bactericiday a la extensiónde la supresióndel

crecimiento de las bacterias en los tejidos y, por otro, al EPA(268), que de ser prolongado

permitiría, con dosificación intermitente, que los niveles de antibiótico 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 función de la cantidad de droga

administrada, también dependen de las características farmacocinéticas de cada antibiótico

(269).

Numerosos estudios han demostrado que el tiempo que la concentración de

antibiótico se mantiene sobre la CMI (T >CMI) se correspondeconunamayoreficaciaen el

caso de los ~-lactámicos(270, 271). Un estudio en el que se comparaban 14 cefalosporinas

administradas en una única dosis en un modelo de peritonitis neumocócica en ratón reveló

que el único parámetrofarmacocinéticoquesecorrelacionabacon la DE50 era el tiempo que

los niveles del fármaco superaban la CMI (272). Knudsen y cols. (258) confirman también,

utilizando un modelo de peritonitis neumocócica en ratón, que para S. pneumoniaelos

antibióticos ~3-lactámicosson concentración-independientes y es 1 >CMI el factor

determinanteen la resolución de una infección. Los efectospositivos de altas dosis de

amoxicilina para el tratamiento de otitis mediapor neumococosresistentesa penicilina en

ratones han sido demostradosporBarry y cols. (273); asimismo,estemismo efectopositivo

de elevadas dosis de amoxicilina ha sido demostradoen un modelo de neumonía

neumocócicapor cepasresistentespublicado por Soriano y cols. (274), y también es

demostradoen el presentetrabajo. En estesentidoexperienciasclínicasya habíansugerido

que un aumento de la dosis de penicilina, siempreque estefiera toleradopor el paciente,

era suficiente para que esta droga presentaraun efecto positivo frente a infeccionespor

neumococos resistentes a penicilina (64, 275). Regímenes de dosificación que aseguren

concentraciones de penicilina sobre la CMTde la bacteria que está produciendo la infección

por el mayor intervalo de tiempo posible, como por ejemplo, frecuente administración,

inibsion constante o el uso concomitantede probenecid,se sugierencomo la forma más

eficaz de administrar esta droga para el tratamiento de infecciones causadaspor

neumococosresistentesapenicilina.

En cambio, los aminoglicósidos y las fluorquinolonas parece que tienen ciertas

propiedades farmacocinéticas en común que difieren de las de los ¡3-lactámicos.Así, la

capacidad bactericida de las fluorquinolonas se ha demostradoque es concentración-

dependiente (276, 277, 278, 279). En este caso la dosificación óptima para las quinolonas

seria la administración de elevadas dosis únicas que proporcionaran los elevados niveles en

sueronecesariosparaalcanzarel alto coeficienteCmax/CMI necesario(280).
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Este trabajo pone de manifiesto la eficacia del uso de amoxicilina para el tratamiento

de la neumonía neumocócica,y descartael empleo de ciprofloxacino.Los estudiosin vitro

reflejan una actividad mayor de amoxicilina/clavulánico que de ciprofloxacino sobre las

cepas de los serotipos 3 y 9, con excepción de la cepa del serotipo 6 sobre la que

ciprofloxacino tiene una mayor actividad. Este efecto es mucho más significativo y

apreciable iii vivo, donde ciprofloxacino, pese a alcanzar en lineas generalesmayores

concentraciones en suero y pulmón, fracasa en el tratamiento de la neumonía neumocócica

en el ratón, obteniendo sólo resultados también aceptables, pero inferiores a los

conseguidos con amoxicilina/cavulánico, para la cepa del serotipo 6.

Amoxicilinaiclavulánico, en cambio, muestrasu eficacia para las tres cepasensayadas,

incluso para la resistente,utilizandounadosisde 50 mg/kgquecomoya hemosmencionado

es equiparable, en términos de concentraciónalcanzadaen suero,a la dosis de 500 mg de

amoxicilina que se suele administrar en adultos para el tratamiento de infeccionesdel 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 práctica clínica, lo que hace suponer que dosis

inferiores a esos 50 mg/kg serían eficaces si se administraran cada ocho horas, y que por

otra parte en el 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 serían eficaces en el caso de animales inmunocompetentes. Con

respecto a esto último, existen publicaciones que señalan como la neutropenia puede

debilitar la actividad in vivo de algunos antibióticosj3-lactámicos(281).

Los datos recogidos por la experiencia clínica 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 niños con bacteriemia

neumocócica sin infección en el sistema nervioso central y tratados con penicilina,

ampicilina o amoxicilina, y lo mismo ocurrió en un estudiocon 504 adultosafectadosde

neumonía neumocócica llevado a cabo por Pallares y cols. (283). Un análisis de la literatura

revela pocos casos de presunto fallo del tratamiento de neumonía neumocócica con

betalactámicos (284, 285, 286, 287) y de ellos sólo uno, que fue tratado con cefazolin, fíe

confirmado bacteriológicamente (286). Es por esto que muchos autores sigan considerando

las penicilinascomo la droga de elecciónparael tratamientode la neumonia nemocócica

(288,289).

Existe una paradoja en el uso de penicilina o amoxicilina, ya que aunque por un lado

parece que son capaces de curar infeccionesporcepasresistentes,porotro lado seleccionan
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las cepasresistentesy portanto su uso favoreceo predisponea la infección porestascepas

resistentes. En opinión de Klugman (290), un uso controlado y más restrictivo de estos

antimocrobianospodríapaliar en partesu capacidadparaseleccionarmutantesresistentes.

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 sensibilidadfrenteal neumococo(250).
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Conclusiones

Del análisis de la metodología utilizada y de los resultadosobtenidosen cadauno de

los fenómenos estudiados,podemosextraerlas siguientesconclusiones:

1..- La actividad in vi/ro de amoxicilina/clavulánico y ciprofloxacino frente a 8.

pneumoniae fUe cepa dependiente, de modo que frente a la cepa del serotipo 3

amoxicilina/clavulánico presentó mayor actividad, frente a la cepa del serotipo 6

ciprofloxacino presentó mayor actividad, y frente a la cepa del serotipo 9 ambos

antimicrobianos presentaron una actividad semejante.

2.- Amoxicilinalclavulánico y ciprofloxacíno indujeron un EPA significativo en las

tres cepas estudiadas,aexcepciónde ciprofloxacinoa 1 CMI para la cepa del serotipo 6.

3.- La inoculación por vía orofaringea se mostró eficaz en la producción de

neumonía neumocócica, demostrandolos estudioshistológicosy los recuentosbacterianos

del pulmón la existenciade un procesoneumoníco,

4- La virulencia de cada cepa fUe serotipo dependiente, necesitándose diferentes

inóculos de cada una para producir la infección. La cepa del serotipo 3 fue la más virulenta,

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

5.- La cepa del serotipo 3 provocó más rápidamentequelas de los serotipos6 y 9 la

aparición de lesiones histológicas importantesen pulmón, ocasionandola cepadel serotipo

3 una neumonía abcesiflcante y las cepas de los serotipos 6 y 9 una neumonía más

hemorrágica.

6.- Un aumento de la CMI se correspondió con un aumento de las DE50 y DE90 de

amoxicilina/clavulánicoparaS. pneumon¡ae.

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

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

8.- Amoxicilinalclavulánico se mostró más eficaz que cíprofloxacino en el

tratamientode la neumoníaneumocócicaparalas trescepasensayadas,incluso paralas que

presentabanresistenciaa amoxicilina, en cuanto a supervivencia,erradicación de las

bacterias de los pulmones y negativización de hemocultivos.

9.- La existencia de infección neumocócica no modificó, en general, los parámetros

farmacocinéticos Cmax, Tmax, T1~ y ABCni para amoxicilina ni para ciprofloxacino.
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