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SIGLAS Y ABREVIATURAS

- ABCp!0: Area bajo la curva desde tiempo 0 hasta 10 h.

- ABCg™: Area bajo la curva desde tiempo 0 hasta infinito.
- ABC: Area bajo la curva de concentracion sérica.

- B. fragilis: Bacteroides fragilis.

- B. thetaiotaomicron: Bacteroides thetaiotaomicron.

- Co: Concentracion sérica en tiempo 0.

- C: Concentracion.

- °C: Grados centigrados.

- cc.: centimetro cubico.

- Cmax: Concentracion sérica maxima.

- CMB: Concentracién minima bactericida.

- CMlsg: Concentracion minima gue inhibe el crecimiento del 50% de las
cepas.

- CMlyy: Concentracién minima que inhibe el crecimiento del 90% de las
cepas.

- CMI: Concentracion minima inhibitoria.

- cols.: colaboradores.

- csp: cantidad suficiente para.

- ¢v: coeficiente de variacion.

- DLsg: Dosis letal para el 50% de la poblacion estudiada.
- E. coli: Escherichia coli.

- EPA: Efecto postantibiético.

- fig.: figura.

- g.: gramo.



- h.: hora.

- im: intramuscular.

- iv: intravenoso.

- K¢: Constante de eliminacion.

- Kg.: kilogramo.

- 1.: litro.

- LCR: Liquido cefalorraquideo.

- log.: logaritmo decimal.

- m2: metros cuadrados.

- mcg.: microgramo.

- mg.: miligramo.

- ml.: mililitro.

- mm.: milimetros.

- mx: media aritmética.

- Omp: Proteinas de la membrana externa (“Outer membrane protein™).
- P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa.

~ P. mirabilis: Proteus mirabilis.

- p: probabilidad debida al azar.

- PBP: Proteina fijadora de penicilina (“Protein binding penicillin™).
- R2: Coeficiente de determinacion.

- R: Coeficiente de correlacién.

- rpm.: revoluciones por minuto.

- S. aureus: Staphylococcus aureus.

- §. epidermidis: Staphylococcus epidermidis.

- SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

- SERM: Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina.

- Sm: Error estiandar de la media.

- Spp.: especie.



- £.: tiempo.

- T1/2: Tiempo de hemivida.

- Tmax: Tiempo que tarda en alcanzarse la concentracion maxima.
- ufc.: unidad formadora de colonia.

- VDRH: Volumen de distribucion relativo histoespecifico.



JUSTIFICACION



La osteomielitis crénica es uno de los procesos infecciosos de
mas dificil planteamiento!-2. Presenta una incidencia en aumento, en
relacion con determinadas situaciones que dificultan el diagndstico y
agravan su prondstico’#: diabetes, insuficiencia circulatoria periférica,
casos postraumaticos y postquinirgicos,... Estas mismas situaciones han
condicionado cambios en la etiologia, adoptando los microorganismos
Gram negativos un mayor protagonismo, llegando en conjunto a sobrepasar
a Staphylococcus aureus como agentes causales!3. Pseudomonas
aeruginosa es, de entre los Gram negativos, una bacteria con especial
trascendencia en la infeccion ésea; su incidencia es cada vez mayor en
aislados de osteomielitis, tanto individualmente como en infecciones
polimicrobianas!3-6.

Constituye un proceso de dificil manejo debido a la necesidad de
tratamientos muy prolongados, habitualmente por via iv, con el
consiguiente aumento del coste econémico y de los problemas
psicosociales2.

Es asi mismo evidente un continuo y progresivo incremento de
resistencias bacterianas, al menos en lo referente a dos grupos de
antimicrobianos muy ampliamente utilizados en este proceso:
betalactamicos y quinolonas fluoradas. Los primeros se enfrentan al grave
problema de las betalactamasas’®#, provocan alergias con relativa
frecuencia® y, en lo referente a las cefalosporinas, se discute su adecuada
concentracion en huesolV. En las quinolonas fluoradas se depositaron
grandes esperanzas, y son ciertamente farmacos eficaces, con buena
difusion a tejido 6seo y espectro adecuadol0.11, Sin embargo su efectividad
frente a Staphylococcus spp. y algunos Gram negativos, incluida P.
aeruginosa, no ha sido la esperadal?-14. Por otro lado, su uso estd limitado

a adultos por su contraindicacién en la fase de crecimiento 6seo, dado que



experimentalmente se ha comprobado que pueden dafiar el cartilago de
crecimiento!S. El incremento de resistencias bacterianas frente a fos
antibidticos de uso mas comiin, condiciona por tanto la bidsqueda de otros
antimicrobianos con mayor actividad, menor toxicidad y/o mejores

propiedades farmacocinéticas!®.

El estudio de la osteomielitis crénica en clinica humana,
conlleva problemas diversos de cardcter metodologico, con dificultad para
la obtenciéon de grupos homogéneos y para un correcto diagnéstico
etiologicol3. Esto condujo al desarrollo de modelos experimentales
animales que han demostrado su eficacial”.1®, Habitualmente se han
empleado conejos, especiaimente con S. aureus, siendo escasos los
realizados con ratas y utilizando Gram negativos. Sin embargo, éste es un
animal econdmico, obtenible con facilidad y en grupos homogéneos,
suficientemente grande como para permitir estudios anatomopatoldgicos, y

a la vez muy manejable!7-1°,

Fosfomicina es un antibidtico “nacional”, poco valorado en la
bibliografia médica anglosajona y de escasa utilizacién en nuestro pais,
considerado habitualmente de segunda linea?(. Es sin embargo un buen
antimicrobiano, con caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas que
permiten su administracién via parenteral y oral. En la actualidad sélo se
admite su uso por esta via en infecciones urinarias no complicadas y en
infecciones intestinales?!-23, pero la reciente aparicién de fosfomicina
trometamol tal vez pueda abrir nuevas expectativas para el tratamiento por
via oral de infecciones que requieran altas concentraciones en suero y/o
tejidos. Su tolerancia es excelente y produce pocas alergias. Su espectro es

bueno frente a Gram positivos y aceptable frente a Gram negativos, con



actividad frente a cepas de P. aeruginosa; también la posee frente a
anaerobios, excepto bacteroides. Es ademds activo y estabie frente a
betalactamasas y tiene actividad sinérgica con otros muchos
antimicrobianos2!1:23.24, Su eficacia en la osteomielitis por S. aureus ha sido

probada clinica y experimentalmente25:26,

Por todo lo antedicho, ante el reto que plantea la bisqueda de
farmacos alternativos a los cldsicos para el tratamiento de osteomielitis
(resistencias, alergias, intolerancias, nifios,...), teniendo en cuenta la
importancia de P. geruginosa en este proceso y por la necesidad de
disponer de antimicrobianos que permitan realizar terapia secuencial
(parenteral-oral), nos hemos planteado el desarrollo de un modelo de
osteomielitis experimental en ratas, utilizando P. aeruginosa como agente
etioldgico, y el estudio de la farmacocinética y efectividad clinica de la

fosfomicina en el animal de experimentacion.
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1.- INTRODUCCION



1.1.- OSTEOMIELITIS

1.1.1.- GENERALIDADES

A pesar de los importantes avances logrados en las ultimas
décadas, la osteomielitis cronica continia presentando complejos
problemas de manejo terapéutico; es causa de grave e jmportante
morbilidad y hay diferencias de opinién acerca de la eleccién de los
antimicrobianos adecuados y de la duracion del tratamiento!4,

Constituye un grave problema socioecondmico por la
complejidad del diagnéstico y de la terapéutica. También plantea delicadas
cuestiones de orden psicosocial. Los pacientes afectos de este proceso
pueden llegar a precisar apoyo psiquiatrico, debido a la larga duracién de
los tratamientos, generalmente por via parenteral, y a los repetidos actos
quirirgicos, lo cual conlleva prolongadas hospitalizaciones; a ésto hay que
sumar su habitual dependencia de analgésicos y sedantes y un prondstico

incierto con frecuencia’.

El fendmeno de la adherencia bacteriana a superficies
desempefia un papel primordial en la patogénesis de esta enfermedad+.27-29,
pues la infeccion Gsea puede considerarse como un proceso por bacterias
adherentes, colonizadoras de superficies pasivas, como son los fragmentos
de tejido Gseo, los materiales de implantes osteoarticulares y en general
todos los tejidos desvitalizados. Los microorganismos adherentes colonizan
estas superficies pasivas y forman glicocdlix, en cuyo seno se multiplican y
estin protegidos frente a fagocitos, anticuerpos, complemento y

antibidticos. El glicocdlix da nombre a una red de exopolimeros altamente
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hidratados que, anclados al lipopolisacérido de la membrana externa en
Gram negativos o a los acidos teicoicos en Gram positivos, envuelven
externamente a la bacteria. Este material se fija con facilidad a las
glucoproteinas receptoras de las mencionadas superficies pasivas, con firme
adhesion, a la vez que se establece también una dependencia interbacteriana
entre especies comunes o microorganismos diferentes. De esta manera se
constituye un “biofilm” que garantiza su resistencia y agresividad, asi como
su supervivencia, por medio de la cooperacién interbacteriana. FEsta
concepcidn ayuda a explicar la tolerancia a muchos tratamientos médicos.
Asi mismo este “biofilm™ constituye uno de los factores de mdaxima
importancia en el desarrollo de la cronicidad en la osteomielitis3. En un
estudio sobre aislamientos bacterianos de infecciones osteoarticulares3!, se
detectd produccién de glicocdlix en el 76’3% de cepas de S. aureus,
57 14% de S. epidermidis, 50% de P. aeruginosa'y 75% de E. coli.

Por tanto, en la patogénesis de la infeccidn ésea tiene gran
importancia la aparicion de areas necréticas y desvitalizadas al progresar la
infeccion. Efectivamente, la osteomielitis aguda es primariamente una
infeccién supurativa, acompaiiada de edema, congestién vascular y
trombosis de pequefios vasos, conduciendo a una micronecrosis Osea;
cuando la infeccién progresa, la vascularizacién se compromete y se
desarrolla macronecrosis con grandes areas de hueso muerto (secuestros) y
proliferacién osteobldstica con formacién de hueso nuevo reactivo
alrededor de la necrosis. Histolégicamente, el infiltrado inflamatorio inicial
caracteristico de fase aguda (leucocitos polimorfonucleares) va siendo
substituido por un infiltrado crénico (mononucleares y células plasmaticas),
constituyéndose en la zona de lesién inicial un centro (“nidus™) con
polimorfonucleares, depositos de fibrina y tejido necrotico, rodeado de

tejido de granulacion con linfo-monocitos y células plasmaticas; éstas estan
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a su vez rodeadas de un tejido fibroso y hueso nuevo de estructura laminar,
elementos que caracterizan la cronicidad®2, Hay por lo tanto una gradual
transformacion de la osteomielitis aguda en crénica. En fase croénica, la
vascularizacion se encuentra muy comprometida, lo cual dificulta atin més
el tratamiento antimicrobiano32-34,

La patogenia de la osteomielitis resulta de tal importancia en
cuanto a la terapéutica a aplicar, que numerosas clasificaciones de la
enfermedad se basan en ella. Waldvogel32-34 la clasificé en tres grupos,
ampliamente utilizados todavia: hematégena, por contigiiidad y asociada a
enfermedades vasculares. Otra clasificacion patogénica considera la
osteomielitis hematogena o primaria, isquémica (necrosis vascular
asociada), contigua, postraumadtica o postquirirgica’S. También es muy
utilizada la clasificacion evolutiva, considerando aguda la de menos de dos
semanas de evolucion, subaguda entre dos y cuatro semanas y crénica la
que supera las cuatro; asi, Gentry3© la considera, pero afiadiendo que
cualquier osteomielitis aparentemente aguda que ha presentado algiin brote
anterior en el mismo territorio, es un brote agudo sobre un fondo crénico, y
por lo tanto hay gue considerarla crénica a efectos prondstico-terapéuticos

y de manejo.

El diagnéstico de la osteomielitis no es facil. La radiologia
convencional es de escasa utilidad, especialmente en casos precoces, por
falta de hallazgos radioldgicos hasta pasadas 2-3 semanas desde el inicio de
la infeccién. En pacientes diabéticos, las imdgenes secundarias a su
osteoartropatia son muy similares a las del proceso osteomielitico. En casos
postraumdticos y postquirirgicos, las lesiones Oseas acompafiantes
dificultan gravemente una adecuada valoracién. Por ello, con frecuencia

hay que acudir a técnicas isotdpicas (pirofosfato de Tecnecio99, citrato de
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Galio67, leucocitos marcados con Indiol 11), lo cual encarece el estudio del
caso y puede favorecer una prolongada hospitalizacién! 343738,

Tampoco el diagnéstico etioldgico, fundamental para un
adecuado tratamiento, resulta sencillo. La muestra de mas facil obtencién
(exudado de fistula) tiene un valor predictivo positivo bajo, del orden del
78% para S. aureus, 29% para enterobacterias y 8% para P. aeruginosa, de
tal manera que el aislamiento de una bacteria diferente de S. aureus, carece
de significacién para predecir cual es el verdadero agente causal3®. Se
precisa por tanto de muestras obtenidas quirurgicamente, de las cuales no
siempre se puede disponer, o de hemocultivos, que con frecuencia son

negativos en este proceso’+:39.

El tratamiento de la osteomielitis cronica tiene una doble
vertiente’: una quinirgica, que debe cumplir los principios de
desbridamiento, obliteracién del espacio muerto y restauracién de la
estabilidad; y otra médica, antimicrobiana, con un farmaco activo frente al
microorganismo causal, que alcance una adecuada concentracion y sea
estable en el hueso, con una duracioén no inferior a cuatro semanas. Son
preferibles los antibidticos bactericidas. También son especialmente tiles
los que tienen actividad antiadherente, como clindamicina, impidiendo la
unién del glicocdlix a fragmentos de fibras, hematomas o materiales
inhertes. Otras caracteristicas que deberia poseer el antimicrobiano ideal
para el tratamiento de esta enfermedad, serian que fuese capaz de actuar en
condiciones adversas (pH bajo, anaerobiosis,...), que no se viera
influenciado por problemas renales o hepaticos, que produjera escasa o nula
toxicidad, que presentara alta indiferencia frente a mecanismos de

resistencia bacteriana y que tuviera un bajo preciol .
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1.1.2.- ETIOLOGIA

S. aureus continda siendo el microorganismo mas
frecuentemente obtenido en aislados de osteomielitis2.28.32-34.4046
S. epidermidis se asocia habitualmente a biomateriales?® y a

implantes metilicos#0.

Los bacilos Gram negativos se encuentran presentes con mds
frecuencia en enfermos con osteomielitis por contigiiidad, postraumatica y
postquirirgica, de evolucion crénica y de desarrollo nosocomial241:42.47-49,

P. aeruginosa se aisla especialmente en osteomielitis en adictos
a drogas por via parenteral>®3, heridas por puncién en los pies0-53,
infecciones postquirirgicas!-> y en infecciones en los pies de enfermos
diabéticos4955.56,

Estudios prospectivos de Gomis y cols. durante los iiltimos
afios®, muestran un claro incremento de bacilos Gram negativos,
incluyendo P. aeruginosa, como aislados unicos o miltiples en la
osteomielitis. En una revisién de las osteomielitis diagnosticadas desde
1984 a 1989 en una Unidad de Enfermos Sépticos®, comprobamos que ésta
era el principal agente causal en mas de un 20% de los 273 pacientes
estudiados. La frecuencia de casos postraumaticos, postquirtrgicos y/o con
enfermedades asociadas (diabetes, insuficiencia circulatoria de miembros
inferiores, ulceras por presién) era proporcionalmente elevada. Para
considerar valido el diagnéstico etioldgico, se requirié la comprobacion del
microorganismo en hemocultivo, aspirado, material 0sec o protésico
obtenido quirirgicamente o tres muestras sucesivas de exudado de fistula.

En una serie de 304 pacientes, Guerrero®2 encontré que S. aureus fue el
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principal agente implicado en un 47% de los casos, a gran distancia de P.
aeruginosa que sélo se aislé en un 6%. Sin embargo, en esta serie, 130
enfermos padecieron una osteomielitis hematdgena, mientras que en la
nuestra ésta era claramente minoritaria; cuando se analizaron los casos
postraumaticos y postquirirgicos, se comprobd una menor incidencia de

estafilococos con incremento de la de los Gram negativos.

Los anaerobios estan implicados con cierta frecuencia en las
osteomielitis de craneo y cara, asi como en las isquémicas y ampliamente
manipuladas#-55.57-59_ Clasicamente no se les ha concedido excesiva
importancia, presentando una baja incidencia tedrica; ésta es atribuible a
técnicas inadecuadas para el estudio de las muestras, aceptindose
actualmente que pueden estar presentes hasta en un 30% del total de
osteomielitis*2. Ademds, en los tltimos afios se han realizado varios
modelos experimentales con estos microorganismos, probando su

capacidad patégena en la infeccién 6sead0-62,

Otros agentes, como Haemphylus influenzae, Streptococcus
pyogenes, Mycobacterium tuberculosis, Brucella melitensis, Candida
albicans, etc. pueden estar también implicados, con mayor o menor

frecuencia, en la etiologia de la osteomielitis?2.

Sin embargo, esta clasificacion etioldgica no deja de ser un tanto
artificial, dado que la osteomielitis polimicrobiana es una realidad patente.
Su incidencia oscila desde un 21% en la serie de Guerrero®2, hasta un 42%
en un estudio multicéntrico de infecciones dseas de etiologias diversas?®.
Otros autores le atribuyen una frecuencia mas elevada, oscilando entre un

30 y un 60% de las osteomielitis crénicas®?. Se debe sospechar etiologia
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polimicrobiana en los casos crénicos manipulados quirirgicamente, en los
secundarios a fracturas abiertas de miembros inferiores, cuando la infeccién
tiene lugar en una extremidad comprometida por insuficiencia vascular o
neuropatia periférica, en las osteomielitis por contigiiidad - especialmente
de los huesos de la cara o de los pies—o siempre que existan datos para

pensar en la presencia de anaerobios?2.63,

1.1.3.- TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO

Cuatro factores mayores influyen en el tratamiento y prondstico
de las osteomielitisé4: grado de necrosis, condiciones del huésped, lugar y
extension de la infeccidn, y efectos incapacitantes de la enfermedad “per
se”. La referencia a estos factores permitiria teéricamente comparar los
resultados de diferentes tratamientos o la efectividad de nuevas
modalidades terapéuticas. Sin embargo en la practica no resulta tan sencilla
esta comparacién, dado que, si bien la osteomielitis aguda hematégena
puede beneficiarse de un tratamiento antimicrobiano como tinica
terapéutica, pudiendo con ello curar al enfermo e impedir la cronificacion
del proceso, en la osteomielitis crénica con frecuencia es necesaria una
actitud quirtrgica asociada; a ésto hay que afiadir los aspectos psiquidtricos,
comentados previamente, y rehabilitadores, lo cual multiplica las variables
a tener en cuentad’,

El éxito terap€utico en la osteomielitis se basa en un tratamiento
quirirgico adecuado, si esta indicado, un diagndstico microbioidgico cierto
y una prolongada y adecuada terapia antimicrobiana. Cuando sea necesario
iniciar un tratamiento antimicrobiano empirico, éste debe cumplir una serie

de condiciones®3: actividad contra microorganismos habituales, capacidad
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para difundir y mantener niveles 6seos y actividad en dicho tejido. Esto
supone tomar en consideracion todos los aspectos previamente comentados
acerca de la etiologia de este proceso, especialmente en lo referente a los
microorganismos Gram negativos y a las osteomielitis polimicrobianas.
Con respecto a la necesidad de una terapia prolongada, este factor ha de
tenerse muy en cuenta para evitar en lo posible problemas de toxicidad y

efectos secundarios34.

Los antimicrobianos mas utilizados para el tratamiento de la
infeccion ésea, han sido los betalactamicos y las quinolonas fluoradas.

Clasicamente se han utilizado las penicilinas isoxazdlicas
(oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina) para el tratamiento de las
osteomielitis por S. aureus, y todavia se pueden considerar fArmacos de
primera eleccion para este proceso, con la ventaja de permitir terapia
secuencial parenteral-oral. Ademés se ha comprobado su adecuada
concentracion en hueso%-98. Las cefalosporinas de primera generacion son
probablemente, en competencia con las penicilinas isoxazdlicas,
antimicrobianos asi mismo de eleccion en la infeccion ésea estafilocécica y
han probado su eficacia durante afios®.

Mas recientemente, se han venido utilizando modemnos
betalactamicos, incluyendo cefalosporinas de tercera generacién vy
ureidopenicilinas, con excelentes resultados®#8.70-74, Tienen la ventaja de
presentar un amplio espectro antibacteriano, lo cual justifica su uso
especialmente por la incidencia creciente de osteomielitis polimicrobiana
con participacion de Gram negativos. Estos farmacos pueden provocar
alergias con relativa frecuencia, habiéndose descrito reacciones alérgicas a
la penicilina hasta en un 4% de los pacientes tratados con ésta®. La alergia

frente a penicilinas se manifiesta incluso en forma de anafilaxia grave, que
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si bien es infrecuente, puede tener una elevada mortalidad?!. Con respecto a
ias cefalosporinas, se discute su adecuada concentracién en hueso,
presentando en general un volumen de distribucién relativo histoespecifico
(VDRH) bajo, lo cual traduce una baja relacion entre la concentracién ésea
y la concentracién séricalY, por lo que su farmacocinética 6sea sélo se
considera “aceptable”75. Muchas de ellas tienen un efecto inductor de
betalactamasas, con todos los problemas que de ello deriva’>. Sin embargo,
es cierto que en numerosos estudios clinicos se han mostrado eficaces y
Utilesd48.70-727476. También se han utilizado betalactdmicos con
inhibidores de betalactamasas, con resultados tan sélo discretos en modelos
experimentales’”’,

Los monobactamicos, con una farmacocinética Gsea bastante
similar a la de las cefalosporinas!®, se han utilizado para la osteomielitis
por Gram negativos, con buenos resultados”. Pueden por tanto jugar un
papel importante en el tratamiento de esta enfermedad, maxime a la vista de
los problemas que presentan los aminoglucdsidos, y que posteriormente se
comentaran.

Finalmente imipenem, del grupo de los carbapenémicos, puede
estar especialmente indicado en los casos de etiologia polimicrobiana, dado
su amplio espectro antibacteriano®®.7®. En estudios clinicos y

experimentales ha demostrado su eficacia®8.8081,

Las quinolonas fluoradas fueron inicialmente consideradas como
farmacos excelentes para el tratamiento de osteomielitis, especialmente
ciprofloxacino®2. Tienen la gran ventaja de permitir una terapia secuencial
parenteral-oral y alcanzan una adecuada concentracién en hueso, con un
VDRH elevado, habitualmente superior a la unidad!®. Sin embargo, y tal

vez en relacién con su uso indiscriminado, los idltimos afios nos han
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mostrado un aumento alarmante de las resistencias bacterianas frente a
estos antimicrobianos. En un estudio realizado en un hospital de 300
camas®3, la sensibilidad de diferentes microorganismos a ciprofloxacino no
varié significativamente desde 1984 hasta 1987 (Del 99°6% al 99°5%); sin
embargo, tras su libre comercializacién, en sélo un afio el nivel de
resistencia se incrementé hasta un 4%, debido fundamentalmente a S.
aureus y P. aeruginosa. En un estudio multicéntrico reciente estudiando la
sensibilidad de los estafilococos aislados de diferentes centros hospitalarios
espafioles frente a varios quimioterdpicos antibacterianos (470 cepas en
1986 y 419 cepas en 1990), se comprobd un gran incremento de la
resistencia, especialmente frente a betalactamicos y quinolonas fluoradas
(ciprofioxacino pasé del 0°6% al 16% y ofloxacino del 0% al 13°2% para S.
aureus, para estafilococos coagulasa negativos el incremento fue del 1°'1%
al 20°9% y del 0°’4% al 18°4% respectivamente)!4. En otro estudio sobre
533 cepas de P. aeruginosa aisladas de muestras clinicas, se comprobd que
el 14’3% eran resistentes a ciprofloxacino, con una CMlgg de 4 mcg./ml.,
cifra que cuadruplica la encontrada en trabajos precedentes; ofloxacino y
fleroxacino mostraron menor actividad, con una CMlgy de 32 mcg./ml.,
ocho veces superior a la encontrada en otros estudios®. Por otro lado, la
demostracion experimental de que pueden dailar el cartilago de
crecimiento, limita su uso a los adultos!S. Sin embargo hasta ahora se han
venido utilizando con éxito, tanto en experimentacién animal83-88 como en
clinica humana®®-99. Efectivamente, con estos farmacos se han logrado
buenos resultados globales en la infeccion osteoarticular, pero su eficacia es
menor frente a P. aeruginosa y S. aureus que frente a otros

microorganismos!00,
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Otros antimicrobianos han sido utilizados para el tratamiento de
las osteomielitis bacterianas. Vancomicina puede ser util para las
infecciones estafilocdcicas, especialmente en alérgicos a betalactamicos,
pero se ha mostrado poco eficaz en modelos experimentales!V!, y alcanza
bajas concentraciones en huesol02. Teicoplanina aporta alguna ventaja en
actividad intrinseca y farmacocinética, habiéndose mostrado eficaz en la
clinica, aunque todavia no existe acuerdo respecto a la dosis optima a
utilizar103-103,

Rifampicina ha sido también utilizada, sobre todo en modelos
experimentales, generalmente asociada a otros antimicrobianos83.106,

Clindamicina es activa frente a cocos Gram positivos y tiene
también accién anaerobicida, habiéndose demostrado su poder
antiadherente107.108, Tiene buena biodisponibilidad oral2? y ha sido
utilizada con buen resultado en infecciones osteoarticulares!??. También se
ha empleado con éxito para osteomielitis bajo herida en los pies de
enfermos diabéticos, generalmente en asociacion con otros farmacos!19,

Fosfomicina tiene buena actividad frente a estafilococos e
incluye Gram negativos en su espectro. Su eficacia en osteomielitis por S.
aureus ha sido probada clinica y experimentalmente2526. La experiencia
con Gram negativos es mucho mas limitada.

Con respecto a los aminoglucésidos, es ya clésico el trabajo de
Zimelis y Jackson!!l, en el que demostraron un efecto inhibidor de los
iones de calcio sobre la actividad de varios antimicrobianos de este grupo
(sisomicina, tobramicina y gentamicina) contra P. aeruginosa.
Comprobaron que, en presencia de altas concentraciones de antibidtico, al
anadir calcio al medio de cultivo se obtenia crecimiento bacteriano. Este
efecto no era reversible por aumentar la concentracién del aminoglucésido

y sélo se ejercia cuando la pared bacteriana estaba intacta. No se comprobo
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con otros Gram negativos (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis), Ademas, los antimicrobianos
de este grupo se inactivan a pH bajo y en condiciones de bajo potencial red-
ox34.11_ situaciones éstas habituales en el foco de infeccion Gsea. Por estos
motivos, se considera que los aminoglucdsidos estan poco indicados para el
tratamiento de la osteomielitis.

Metronidazol también se utiliza en este proceso, normalmente
asociado a otros antimicrobianos, al menos en la fase inicial, especialmente
en osteomielitis en miembros inferiores—sobre todo en pacientes con
enfermedades vascular y/o diabética— asi como bajo tlcera por presion,
dada la frecuente participacién de anaerobios en estos casos3.72, En
nuestro grupo de trabajo!12, comprobamos que la CMI de metronidazol
frente a algunos Gram negativos facultativos, descendia a cifras muy
inferiores a la previa tras incubacion en anaerobiosis, y que su exposicién a
este antimicrobiano provocaba alteraciones morfologicas en medio
anaerobio; ésto podria indicar una moderada actividad del antibiGtico
contra microorganismos facultativos y acrecentar la actividad de las
defensas inespecificas del paciente en virtud de la alteraciones

morfoldgicas mencionadas.

1.1.4.- OSTEOMIELITIS POR PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Las bacterias del género Pseudomonas se definen como bacilos
Gram negativos, mdviles, aerobios estrictos—si bien algunas especies
pueden emplear como aceptor alternativo el nitrégeno—. Estin

ampliamente distribuidas por la naturaleza y constituyen unos



microorganismos tipicamente oportunistas en el hombre, en el que causan
infecciones de marcada gravedad y alta mortalidad; su nivel de resistencia a
antimicrobianos y desinfectantes es elevado!13.114,

Pseudomonas aeruginosa es la especie tipo y la mds
frecuentemente patdgena para el hombre. Esta accion patogena deriva de
diferentes factores de virulencia!!: endotoxina del lipopolisacdrido,
exotoxina A, exoenzima S——que puede actuar como toxina libre o como
adhesina—, elastasa, proteasa, hemolisinas—fosfolipasa y lecitinasa—,
pigmentos, etc. En su capacidad de adhesidén intervienen el mencionado
exoenzima S, los pilis o fimbrias y, en algunos casos, el exopolisacarido
mucoide!16. Es un microorganismo que caracteristicamente se asocia a
infecciones con tendencia a evolucionar a la cronicidad, al igual que S.
aureus!17,

La resistencia de P. aeruginosa se debe generalmente a la
posesion de plasmidos que codifican la produccion de enzimas
(betalactamasas y enzimas inactivadores de aminoglucésidos
fundamentalmente)!14 y/o a la hiperproduccién de betalactamasas
cromosOmicas!18.119; se han descrito resistencias no mediadas por enzimas,
debidas a plasmidos o a mutaciones cromosdmicas, especialmente por
alteracién de las proteinas de la membrana celular externa (Omp), lo cual
condiciona un efecto de barrera para el transporte de los antibacterianos a
su lugar de actuacion. También pueden presentar resistencia por alteracion
de la diana del antimicrobiano!13, y se ha sugerido la existencia de un
sistema de “efflux”120,

Esta bacteria tiene unas necesidades nutricionales minimas,
siendo capaz de persistir en el ambiente durante largos periodos de tiempo.
Tiene predileccion por los lugares himedos, tanto en su habitat natural —

donde se relaciona estrechamente con suelos y agua—como en la



colonizacién humana o en los reservorios hospitalarios!2l. Vive
perfectamente en el suelo de los pasillos y salas de hospital,
humidificadores, sueros, liquidos de dialisis, agua del grifo, material de
cura y diagndstico, protesis, marcapasos, etc.; cualquier medio donde exista
cierto grado de humedad puede ser una fuente de Pseudomonas. Asi, la tasa
habitual de sujetos sanos colonizados en mucosa nasal, oidos, axilas, zona
perineal, etc. (menor de un 7%), se eleva en ambiente hospitalario hasta un
20%-40%, ltegando incluso a sobrepasar el 50% en algunos casosi2!, Por
este motivo, la infeccion hospitalarta por Pseudomonas puede ocurrir en
enfermos que, por cualquier causa, presenten una disminucién de la
actividad de su sistema defensivo inmunolégico o hayan sido sometidos a
poliquimioterapia antimicrobiana, con seleccion de cepas muitirresistentes;
igualmente puede afectar a sujetos con puertas de entrada abiertas a la
infeccionl13.114.122 Estos mecanismos explican fa mayor incidencia de
osteomielitis por P. aeruginosa en adictos a drogas por via
parenteral243.123, infecciones Oseas postquirdrgicas*!.54 e infecciones en los
pies de enfermos diabéticos*955. También se aislan con relativa frecuencia
en infecciones de heridas por puncion en los pies30-53.124, | a patogenicidad
de esta bacteria como agente produtor de osteomielitis ha sido ademas
probada experimentalmente en conejos!2. Nosotros fa hemos comprobado

en ratas!®.

La osteomielitis por P. aeruginosa presenta algunas
caracteristicas propias que le confieren cierta individualidad. Se produce
por dos mecanismos posibles!20: diseminacién hematégena—en pacientes
adictos a drogas por via iv o a partir de focos urinarios e infecciones
pélvicas fundamentalmente—o por contigiiidad desde infecciones de

tejidos blandos, casos postquirlirgicos o tras traumatismo penetrante,
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especialmente por herida punzante. Este iltimo mecanismo incide
especialmente en nifios30-52,

Las Pseudomonas transportadas por la sangre, parecen tener una
predileccién particular por las estructuras fibrocartilaginosas del esqueleto
axiall?l, Estas infecciones a menudo involucran el espacio articular,
cartilago, membrana sinovial y hueso adyacente, de modo que es dificil
determinar si una artritis precede al compromiso Gseo o viceversa. El
tratamiento de este tipo de osteomielitis con frecuencia puede basarse sélo
en el empleo de antimicrobianos, aunque a veces es Ppreciso
complementarlo con una adecuada limpieza quirdrgica®5.121.

Las infecciones de huesos y articulaciones por P. aeruginosa a
menudo son mds persistentes que las causadas por otros microorganismos,
y tienden a ser menos destructivas, o al menos lo hacen mas lentamente. En
osteomielitis experimental en conejos, utilizando S. aureus y P. aeruginosa,
los hallazgos radiograficos e histopatolégicos demostraron una menor
agresividad del bacilo Gram negativol??. Nosotros también Io
comprobamos experimentalmente comparando la osteomielitis por E. coli y
la producida utilizando P. aeruginosal®; observamos que las lesiones
tardaban mas tiempo en producirse con ésta, en condiciones controladas y
equiparables, que asemejaban la osteomielitis por contigiiidad. Es éste un
proceso que ocurre en una variedad de contextos clinicos y a menudo es
causada por bacterias Gram negativas, entre las cuales P. geruginosa es una
de las mas frecuentemente aisladas. Se puede presentar tras fracturas
abiertas o como complicacién de cirugia “limpia”, necesaria en el manejo
de fracturas cerradas de huesos largos. También puede adquirirse en el
contexto de una herida punzante en los pies o como complicacion de una
neuropatia periférica-——con o sin compromiso vascular asociado—con

necrosis por presion de la piel y tejidos blandos suprayacentes al hueso,
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caso de los enfermos diabéticos; asi mismo puede presentarse tras cirugia
cardiaca, en forma de osteomielitis esternall?l, En estos casos, el
tratamiento antimicrobiano debe llevar asociado de forma practicamente
constante una adecuada terapéutica quirtirgica, si bien puede permitir, si se
aplica correctamente, disminuir la extension de las amputaciones cuando
éstas son necesarias, o incluso evitarlas por completo, limitindose la
cirugia a realizar una correcta limpieza%.

Como ya se ha comentado previamente, las variables a tener en
cuenta en esta enfermedad son tantas que dificultan la interpretacion y
comparacién de las diferentes terapéuticas aplicadas, por lo que es dificil
contar con pautas generales de tratamiento para la osteomielitis contigua
cronica por P. geruginosa. Se han manejado diferentes antimicrobianos,
fudamentalmente betalactimicos y quinolonas fluoradas. De entre los
primeros, se ha ensayado aztreonam con buen resultado en algiin
estudio!28, pero el mas ampliamente utilizado ha sido ceftazidima, que ha
demostrado su utilidad en la clinica®!29, aunque ha fracasado en algin
modelo experimental 130, Cefpiroma, una nueva cefalosporina de 4
generacién aiin no comercializada en nuestro pais, se ha mostrado efectiva
en estudios preliminares experimentales de osteomielitis por
Pseudomonas!'3l. De entre las quinolonas, la mayor eficacia parece
corresponder a ciprofloxacino, seguido de pefloxacino!32-135; también se ha
utilizado ofloxacino!36:137. Sj bien parece ser que no exXiste resistencia
microbiana extracromosdmica para estos farmacos!13, si se ha descrito la
aparicion de resistencias durante el tratamiento de infecciones graves por P.
aeruginosa incluidas osteomielitis, tanto para ciprofloxacinol2.97.138,139,
como para ofloxacino!40-142 y para otros antibacterianos38.143, En un
reciente estudio multicéntrico espafiol de bacteriemias por P.

aeruginosa'¥, se detecté aparicion de resistencia durante el tratamiento a
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diferentes farmacos en aproximadamente un 10% de los pacientes. Por
estos motivos, y a pesar de que se ha intentado utilizar monoterapia para
minimizar los efectos secundarios, dada la larga duracién de la terapéutica
en la infeccidon osteoarticular, muchos autores preconizan el tratamiento
combinado con dos antimicrobianos que tengan diferente mecanismo de
accion—incluso aunque la cepa aislada sea sensible a cada uno de ellos
individualmente-—cuando el agente causal es P. aeruginosa, intentando
evitar este fenémeno de aparicion de resistencias. En estudios comparativos
entre quinolonas y ceftazidima en infecciones por P. aeruginosa,

incluyendo osteomielitis, han demostrado una eficacia similar!45.146,



1.2.- MODELOS EXPERIMENTALES DE
OSTEOMIELITIS

Un diagnéstico dificil y un tratamiento complejo, caracteristicas
éstas de la osteomielitis cronica, plantean la bisqueda de modelos animales
que permitan un adecuado estudio del proceso y ensayos terapéuticos2.
Estos han demostrado sobradamente su eficacial?.18,147.148 (Tabla 1.2.1).

El modelo ideal deberia reunir una serie de caracteristicas: ser
semejante a la osteomielitis humana, reproducible, de bajo coste y de
comodo manejo. Asi mismo, seria de desear que los animales fueran
obtenibles facilmente en grupos homogéneos y resistentes a los

tratamientos antibidticos.

Los mas utilizados han sido los modelos ensayados en conejos.
Es clasico el realizado por Norden y Kennedy!4® en 1970, basado en el
descrito por Scheman y cols.150 en 1941. La infeccion fue reproducible, y
los cambios histopatolégicos y radiolégicos fueron similares a los
observados en el hombre; sin embargo la tasa de mortalidad, atribuida a la
terapia antibidtica a largo plazo, fue elevada. Por este motivo, Zak y
cols.!5! en 1982 idearon un modelo de osteomielitis crénica en ratas, que
son mas resistentes al tratamiento antibidtico, de bajo coste y muy
manejables. Tanto en uno como en otro animal, la enfermedad desarrollada
fue equiparable a la osteomielitis crénica por contigiiidad.

En perros, los modelos de mayor interés son los de Deysine y
cols.152 y Fitzgerald!53, Ambos corresponden a osteomielitis subaguda,
siendo el primero equiparable en su origen a la osteomielitis hematdgena y

el segundo a la osteomielitis subaguda por foco contiguo. Los modelos en
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perros tienen la ventaja de permitir desarrollar experiencia quirdrgica;

ademas resisten bien los efectos téxicos de los antibiéticos. En su contra

tienen su elevado coste y la dificultad en obtener grupos homogéneos!”.
Otros modelos han utilizado diferentes animales, como

pollos!™4, cobayas!53, e incluso monos!56.

Respecto a los microorganismos empleados, el mas habitual ha
sido el 8. aureus, siendo mas escasos los realizados con Gram negativos; en
particular con anaerobios, no se ha experimentado hasta fechas muy
recientes (Tabla 1.2.I). Hasta el desarrollo del nuestro en 198919, no se
habian descrito modelos en ratas con Gram negativos. Nosotros
desarrollamos éste con ratas “Wistar”, utilizando como base e¢] método de
Zak, modificacién a su vez del de Norden, y comprobamos el poder
patégeno de E. coli y P. aeruginosa, asi como la evolucion de las lesiones
anatomopatoldgicas. Concluimos que el modelo podia resultar valido para
realizar estudios de tratamiento antimicrobiano y comprobamos su
rentabilidad ensayando diferentes terapéuticas: cefotaxima frente a E.
coli'57-158 y piperacilina!3, imipenem30 y ceftazidimal® frente a P.

aeruginosd.

Sin embargo, cuatro aspectos deben hacer mirar con cierta
cautela los modelos experimentales animales de osteomielitis3>:

1.- Para conseguir que el indculo prenda, habitualmente es
necesaria la utilizacion de substancias esclerosantes o procedimientos
quirdrgicos149:161, Sélo en fechas recientes se ha logrado un modelo de
osteomielitis experimental sin agente esclerosante!30, aunque al utilizar un
taladro se produce una quemadura térmica que puede actuar como tal.

2.- Los in6culos deben ser altos.
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3.- Los secuestros pueden desaparecer de forma espontanea
durante el tratamiento.

4.- La valoracién del éxito puede hacerse por disminucién
del nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de hueso, sin
lograr la definitiva esterilizacién.

Ademads, en ocasiones se ha comprobado falta de correlacion
entre el tratamiento experimental y su utilizacién en la clinica, mereciendo
la pena destacar el 91% de fracasos con vancomicina en el ensayo de
Norden y Shaffer!0l, posteriormente corroborado por Henry y cols.85, o el
fracaso con ceftazidima descrito por Nelson y cols.!30, situaciones que son

diferentes en clinica humana.

También se han utilizado estos modelos animales para estudiar
los niveles de antimicrobiano en el foco de infeccion, por ser éste un dato
de gran interés a la hora de valorar la posible eficacia terapéutical®. Desde
sus primeros trabajos en la década de los 70, Norden complementa los
ensayos terapéuticos con el estudio de las concentraciones de antibidticos
en el tejido 6seo!06.162-164 Debe diferenciarse el hueso sano del enfermo, y,
si es posible, la cortical de la esponjosa. También la técnica empleada,
fundamentalmente el procedimiento microbiolégico y la cromatografia
liquida de alta presién, dard mayor o menor fiabilidad; ambas tienen
ventajas e inconvenientes. Asi, a favor de la cromatografia estaria que es
mas precisa, pero a favor del método microbiol6gico se puede invocar que
mide el nivel en funcion de la efectividad real del farmaco, incluyendo
posibles metabolitos activosiC. Asi mismo es de resaltar que debe intentarse
siempre la descontaminacion sanguinea de la muestra, para evitar niveles

faisamente elevados.

31-



Por otra parte, estos modelos han sido igualmente empleados
para ensayar otras terapéuticas no antimicrobianas que puedan ayudar en el
tratamiento del proceso. Este es el caso del estudio de Dekel y Francis!65,
que plantearon la administracion de antiinflamatorios como terapia
adyuvante al tratamiento antibi6tico, por su capacidad para disminuir los
niveles de prostagiandinas en el foco Gseo, lo cual puede disminuir a su vez

la destruccién del hueso enfermo y favorecer una mas rapida curacién.
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_SE_.

| ANO (Cita)

AUTORES

ANIMAL

"MICROORGANISMOS

1941 (150)
1970 (149)
1973 (161)
1974 (166)
1977 (167)
1980 (125)
1981 (165)
1986 (148)

1990 (168)

1991 (60)
1991 (61)

Schernan y cols.
Norden y Kennedy
Andriole y cols.
Van Windergen y cols.
Crane y cols.
Norden v Keleti
Dekel y Francis
Mader y Wilson

Mayberry-Carson y cols.

Johansson y cols.
Lambe y cols.

1982 (151)
1985 (169)
1989 (19)
1990 (130)

1983 (153)

| 1984(155)

Rissing y cols
Gomis y cols.

Nelson y cols.
Fitzgerald

""Emslie y Nade

Wannfors y Himmarstrom

Zak}colsm

Deysmeycols

Congjo
Cornigjo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo

Congjo

Conejo
Conejo

Rata
Rata

Rata

Perro

“Mono

Poll?)m - .
Cobaya

Perro

faltaits vl

S. aureus
S aureus
S. aureus

S. aureus

S. aureus
S. aureus

S. aureus

. QUTreus

P. mirabilis
P. aeruginosa
P. aeruginosa
P. aeruginosa

E. coli
P. mirabilis

Mixta: (S. epidermidis y B,

thetaiotaomicron)
B. fragilis

Mixta (S. epidermidis y/o B.
thetaiotaomicron)

S. aureus

E. coli
P. aeruginosa

P. aeruginosa
e
. aureus

Mixta (Flora oral)

i
H H
— — — -

i

TABLA 1.2.1: Principales modelos animales experimentales de osteomielitis.



1.3.- FOSFOMICINA

1.3.1.- GENERALIDADES

La fosfomicina es un antibiético natural, de accién bactericida y

de amplio espectro.

Fue aislada en 1966 de una cepa de Swreptomyces fradiae,
obtenida de una muestra de suelo de la provincia de Alicante, y
posteriormente de Streptomyces viridochromogenes y Streptomyces
wedmorensis. Inicialmente la fosfomicina fue conocida con el nombre de

fosfonomicinal70,

Es el acido 1,2-epoxipropilfosfonico, derivado del acido

propidnico; no esta relacionado con otros antibiéticos!7! (Fig. 1.3.1).

O
H3C PO3H2

Fig. 1.3.1: Estructura de la fosfomicina.



La molécula de fosfomicina presenta unas caracteristicas
peculiares, como es el estar formada por un grupo epéxido al que se une un
grupo fosférico cargado negativamente y que es determinante para su
accion antibacteriana. Ademads, el atomo de fésforo estd directamente unido
al atomo de carbono, sin puente intermedio de oxigeno como es habitual en
los compuestos organicos fosforadosi71.

Tiene un peso molecular que es casi el menor de entre todos los
antimicrobianos (138°1), pues sélo la cicloserina, la isoniacida y la
flucitosina lo tienen mas bajo!72.173,

Las sales disdédica y célcica, que se utilizan en clinica via
parenteral y oral respectivamente, se obtienen substituyendo los dos dtomos
de hidrégeno del radical fosférico por otros tantos de sodio y uno de calcio.
La sal de trometamol, recientemente comercializada para uso oral, se
obtiene agregando al radical fosférico una molécula de trometamina. La
trometamina (tris-hidroximetil-aminometano) es un tampdn sintético para
uso a corto plazo!74; da lugar a que el peso molecular de la fosfomicina casi

se duplique, sin contribuir ni interferir con su accion antibacteriana21,

Considerado en general como un antibiético de segundo orden?0,
con frecuencia no es citado en los textos cuando se habla de
antimicrobianos, especialmente en aquelios de influencia anglosajona. Su
escasa utilizacion se puede comprobar observando como ni siquiera se
menciona como grupc o farmaco independiente en estudios estadisticos
espafioles!75-176, Sin embargo estd admitida su indicacién en infecciones
graves por microorganismos sensibles—sepsis, endocarditis, infecciones
osteoarticulares, etc.—, como alternativa a otros antibidticos24:177, Otras
indicaciones de la fosfomicina incluyen infecciones urinarias—iinica

indicaciéon admitida para fosfomicina trometamol y en dosis tdnica—,
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intestinales, genitales, broncopulmonares, oculares, cutdneas y de tejidos
blandos, otorrinofaringolaringoldgicas, meningitis, peritonitis, empiema
plenral y fiebre tifoidea2]. También ha sido utilizada con éxito en pacientes
con fibrosis quistical”8. Por via oral, tan s6lo se admite actualmente su uso

para infecciones urinarias no complicadas, intestinales, y de la piel y tejidos

blandos22.171.179,

Actda impidiendo la formacion de la pared celular, por bloqueo
de la sintesis de los precursores del peptidoglicano. Tiene un efecto
bactericida rapido sobre las células bacterianas sensibles que se encuentren

en fase de crecimiento?3.

Sus efectos secundarios son escasos y de poca gravedad. La
DlLsg en el ratdn (via intraperitoneal) es de 4 g./kg. para la sal sédica y de
20 g./kg. para la célcical®0. Puede, ocasionalmente y por via oral, producir
heces blandas, diarrea, nduseas, vomitos y sensacion de quemazén anal.
Con la administracion de 2 gramos por dia repartidos en 4 dosis, durante 28
dias, en perros, tan sélo se demostr6é la aparicién de una disbacteriosis
intestinal que se recuper$ totalmente a las dos semanas de finalizado el
tratamiento?1.

También se han descrito eosinofilia, trombocitosis y discretas
elevaciones de transaminasas. Puede favorecer la aparicion de
hipernatremia o hipokaliemia en perfusién intravenosa!’l.

Desde el punto de vista de las alergias, no estdn descritas ni
anafilaxia ni hipersensibilidad grave, aunque se han comunicado algunos
casos de ligero exantema o urticaria que generalmente no obligaron a

suspender el tratamiento?1.

-36-



Carece de accién teratdgena para el conejo y el raton,
considerandose un fArmaco seguro en la lactancia y probablemente en el
embarazo23.179,

La administracién parenteral es dolorosa via im, por lo que el
solvente se prepara con Xilocaina; en algunos enfermos se ha descrito
induracion en el sitio de la inyeccion. Por via iv puede producir flebitis, por
lo que se aconseja su administracion diluida, discontinua lenta o bien

mediante perfusién continua?!,

1.3.2.- FARMACOCINETICA

La sal célcica de fosfomicina, administrada por via oral, resulta
parcialmente inactivada por el jugo gastrico, presentando una absorcidn
incompleta (20-30%), con una biodisponibilidad del 20 al 30% de la dosis
administrada?1.23, Las concentraciones sanguineas maximas se alcanzan a
las 2-4 horas, dependiendo de la dosis (Tabla 1.3.1). Con administraciones
sucesivas, se observa un efecto acumulativo, lograndose un nivel
plasmatico continuo de 6-8 mcg./ml. a partir de la cuarta toma de una dosis
de 500 mg. cada 6 horas?!l. Estos niveles relativamente bajos son la causa
de que su uso tenga unas indicaciones limitadas!”!. La fosfomicina
trometamol es mucho mejor absorbida por via oral que la sal cdlcica (50-
60%), de forma que su biodisponibilidad alcanza cifras préximas al 60% de
la dosis administrada?!l. Su cinética de absorcion oral es dosis dependiente
(Tabla 1.3.I). Con la administracion continuada de 2 gramos cada 12 horas
se logra un nivel mantenido de 24 mcg./mi.24

La fosfomicina disédica por via intramuscular tiene una

absorcién rapida, con concentraciones maximas al cabo de una hora, pero
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los niveles que se alcanzan son casi la mitad que los conseguidos via
intravenosa?! (Tabla 1.3.II). Con dosificaciones sucesivas de un gramo
administrado cada 6 horas por via im, se logran picos de 30 a 40 mcg./ml.
La infusién continua iv de 500 mg. a la hora produce un nivel constante de
60 mcg./ml. La administracion de 4 gramos cada 6 horas iv proporciona
concentraciones maximas de hasta 253 mcg./ml.21

La hemivida de la fosfomicina es de 2 horas. No se conjuga con
las proteinas plasmaticas. Su volumen de distribucion aparente es de 20 a
22 1./1’73 m? de superficie corporall’2, Estos datos sugieren una buena
difusién al liquido intersticial e intracelular, con buena penetracién en
tejidos20. Efectivamante, se alcanzan altas concentraciones en orina, esputo,
linfa, liquidos organicos (pleural, peritoneal, pericardico, sinovial), humor
acuoso, pulmon, rifién y hueso?l. Atraviesa la barrera hematoencefdlica,
siguiendo un curso bastante paralelo con el de los niveles plasmaticos,
aunque los niveles maximos en LCR se alcanzan una hora mas tarde que en
sangrel80,

La fosfomicina no es metabolizada en el organismo, y se elimina
fundamentalmente por la orina y las heces. Existe una recirculacion o ciclo
enterohepatico tras la administracion del antibidtico, tanto por via
parenteral como por via oral. La eliminacion renal se efectia por filtracion

glomerular, sin que haya secrecién ni reabsorcién tubular2!.

1.3.3.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.a fosfomicina es un antibidtico de amplio espectro, que incluye
cocos Gram positivos y Gram negativos, y bacilos Gram negativos acrobios

y facultativos, incluida Pseudomonas aeruginosall.
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Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicién de la sintesis
de la pared celular, actuando en la primera etapa de la biosintesis del
peptidoglicano. Compite con el fosfoenolpiruvato, por analogia estructural,
por la enzima uridindifosfo-N-acetilglucosamina-3-fosfoenolpiruvato-
transferasa, uniéndose a ella de forma irreversible; esta enzima es la
encargada de la incorporacion del fosfoenolpiruvato a la uridindifosfo-N-
acetilglucosamina, para  originar €l 4cido  uridindifosfo-N-
acetilmuramico!7,

Tiene un efecto bactericida rapido sobre las células bacterianas
sensibles que se encuentren en fase de crecimiento?3.

Penetra en la célula bacteriana mediante dos sistemas de
transporte activo: el sistema L-alfa-gliceroifosfato, constitutivo en las
bacterias sensibles a la fosfomicina, y el sistema hexosa-fosfato, que se
observa en algunas especies bacterianas tras su induccién por una hexosa-
fosfato, y particularmente por la D-glucosa-6-fosfato. Por este motivo, en
los medios de cultivo y/o en los discos de fosfomicina para antibiograma,
se suele afiadir glucosa-6-fosfato!79. Ademas, se considera que la actividad
determinada “in vitro” en presencia de glucosa-6-fosfato, es la que refleja
mejor la actividad antibacteriana obtenida “in vivo™171.182,

Por otra parte, estd demostrada su penetracion en las células
fagocitarias, donde alcanza concentraciones elevadas, presentando una
actividad intracelular préxima a la de la rifampicinal71.183, Esta penetracion
no altera la capacidad de ingestiéon y destruccién del las mencionadas

células, en estudios “in vitro”184.185,

En un grupo de estudio internacional para la estandarizacion de

la sensibilidad a la fosfomicina!®2, se establecieron en 1983 dos puntos de
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corte (“break points”): 16 y 64 mcg./ml. Asi, se consideran sensibles las
cepas ante las que fosfomicina presenta una CMI =< 16 mcg./ml.;
moderadamente sensibles, CMI entre 32 y 64 mcg./ml.; resistentes, CMI =
128 mcg./ml. Estos datos se establecieron para el supuesto de que Ila
sensibilidad se estudiara con discos conteniendo 50 mcg. de fosfomicina y
50 mcg. de glucosa-6-fosfato, en presencia de 25 mg. de glucosa-6-fosfato

en el medio de cultivo (agar Miiller-Hinton).

Muestra en general una mayor efectividad frente a bacterias
Gram positivas que Gram negativas. La actividad que presenta frente a
estafilococos, incluyendo  habitualmente cepas productoras de
betalactamasas y a menudo cepas resistentes a meticilina?3, es
independiente de su respuesta a penicilinas y cefalosporinas. También es
activa, aunque en menor grado, frente a neumococos y estreptococos, con
alto grado de resistencia entre enterococos2!,186,

Entre tos Gram negativos, tiene buena actividad frente a E. coli,
Salmonella, Shiguella, Yersinia, Vibrio, Aeromonas, Neisseria y
Haemophilus. Cerca del 50% de las cepas de Klebsiella, Enterobacter,
Proteus y P. aeruginosa son sensibles?3. También presenta actividad frente
a cepas de Bordetella, Pasteurella multocida, Serratia y Citrobacter?!.

Por lo que respecta a los anaerobios, es inactiva frente a
Bacteroides spp. y activa frente a casi todas las demas bacterias?1.23,

Pseudomonas aeruginosa tiene una sensibilidad a fosfomicina
que varia enormemente entre unos y otros hospitales y entre diferentes
estudios!’!. Asi, podemos encontrar descrita una CMlyy de 14’4
mcg./ml.}7! o entre 32 y 64 mcg./ml.187; una CMlg; de 64 mcg./ml.182 o

una CMlsg de 32 mcg./ml. con una CMIgg de 256 mcg./ml. 188,



Presenta accidn sinérgica con betalactamicos, aminoglucésidos,
cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina, cotrimoxazol y quinolonas2!.18%,
El tratamiento combinado con aminoglucésidos, ademas de producir
sinergismo, disminuye la nefrotoxicidad de éstos!79.190,

Sobre estafilococos?4.191-194  tiene acci6n sinérgica con
aminoglucdsidos, cloxacilina, cefalosporinas, vancomicina, rifampicina y
quinolonas. Sobre SERM, se ha comprobado sinergismo con amikacina,
cloxacilina, rifampicina y vancomicinal®3. Frente a enterobacterias
multirresistentes, se ha observado con modernos betalactimicos
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y aztreonam)!®l. En particular ia
asociaciéon de cefotaxima y fosfomicina ha demostrado ser altamente
sinérgica, tanto “in vitro” como “in vivo”, frente a estafilococos, incluidos
SARM, y enterobacterias195-197,

Respecto a la accion sinérgica con los betalactimicos, en 1986
se comprobd que la agregacion de fosfomicina, en una concentracion igual
a 1/4 de la CMI, a un cultivo de SARM, redujo considerablemente la
cantidad de ciertas PBP, y especialmente de la PBP caracteristica de las
cepas resistentes a meticilina; la tasa de las PBP que son blanco esencial de
los betalactdmicos, disminuyd muy poco. Fosfomicina por tanto restituiria
su actividad a los betalactamicos asociadosl97.

La asociacidn con rifampicina no se considera recomendable por
la alta tasa de mutaciones observada con los dos antimicrobianosi71.

Sobre Pseudomonas aeruginosa?189,192,196,198,199 tiene accion
sinérgica con aminoglucésidos, ureidopenicilinas, cefalosporinas de 3°

generacion, imipenem, carbenicilina, aztreonam y quinolonas fluoradas.

No se dispone de datos acerca del posible efecto postantibiético

de fosfomicina®?®, aunque estudios que se estin llevando a cabo
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actualmente en nuestro Departamento de Microbiologia (comunicacion
personal), parecen indicar un moderado EPA de fosfomicina frente a E.

coli.

Con respecto a la resistencia a fosfomicina, en casi todas las
poblaciones bacterianas susceptibles existen mutantes espontineos
resistentes en un solo escaldn a este antibidtico, con una frecuencia alta
(1/10* a 1/106). Esta resistencia es debida a la incapacidad de la
fosfomicina para penetrar en la célula bacteriana, por carencia de los
sistemas de transporte del L-alfa-glicerolfosfato y la D-glucosa-6-fosfato.
Estos mutantes son metabdlicamente defectivos y ostentan una disminucion
o pérdida de su virulencia, ai menos en infecciones experimentales21.171,

Ademas de esta resistencia natural, existe otra adquirida,
igualmente por alteracion del transporte y posiblemente cromosémica, por
la cual cepas originalmente sensibles adquieren, en el enfermo en
tratamiento, niveles de resistencia 16 a 256 veces superiores, sin que se
puedan considerar mutantes defectivos, ya que se desarrollan con idénticas
caracteristicas que las estirpes originales y mantienen su virulencia, pues se
aislan en casos de recaidas o fracasos terapéuticos?l. Esta resistencia
adquirida se ha visto con mayor frecuencia en tratamientos con
monoterapial”’!, por lo que cuando se emplea fosfomicina frente a
microorganismos que desarrollan resistencia con relativa frecuencia, como
P. aeruginosal¥3.14, esta indicado su uso en asociacién con otros
antimicrobianos!71,181, T.a resistencia aparecida en tratamientos con
fosfomicina, ha sido descrita con diferentes microorganismos, incluida P.
aeruginosq?5:201-203,

También se ha comunicado la resistencia debida a pérdida de la

afinidad de la enzima  uridindifosfo-N-acetilglucosamina-3-
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fosfoenolpiruvato-transferasa24-204, que es asi capaz de discriminar entre el
acido fosfoenolpirivico y la fosfomicina. Este mecanismo es también de
origen cromosoémico.

Respecto a la resistencia extracromosémica, gobernada por
plasmidos, igualmente ha sido descrital®7.205, Recientemente ha sido
purificada la enzima fosfomicina-glutation-S-transferasa, que cataliza la
formacién de un complejo fosfomicina-glutation, el cual carece de
actividad antibacteriana. El gen responsable de la sintesis de esta enzima se
localiza en un trasposén. Se ha detectado en cepas ambientales y
hospitalarias?™,

La fosfomicina no posee resistencia cruzada con ningiin otro
antibiético o quimioterapico?!.171,

Con el paso del tiempo, el perfil de sensibilidad a fosfomicina
no parece haber disminuido de forma importante!”!. Frente a estafilococos,
en un estudio reciente se comprobo incluso una disminucion del nivel de
resistencia, en particular con Staphylococcus coagulasa negativos, mientras
que S. aureus se mantuvo bastante estable!4. Con respecto a P. aeruginosa,
hay pocos estudios donde se estudie su sensibilidad a fosfomicina, pero en
un trabajo publicado en 1986!88 se informé que la sensibilidad desde 1973
a 1984 s6lo disminuy6 desde un 71% hasta un 69%.

1.3.4.- FOSFOMICINA EN LA OSTEOMIELITIS

En osteomielitis experimental tan s6lo hemos encontrado dos
estudios realizados con fosfomicina. Olay y cols.2® en 1983 inocularon S.
aureus a 40 conejos utilizando el método descrito por Norden y

Kennedy!4%. Los animales fueron tratados con cefazolina y/o fosfomicina.
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Posteriormente, Guerrero?5, empleando el mismo método y también con
conejos, realizé un estudio utilizando E. coli como agente causal, y tratando
posteriormente a los animales con fosfomicina en monoterapia.

No se ha utilizado fosfomicina en osteomielitis experimental por
Pseudomonas aeruginosas, ni en modelos diferentes del de Norden y

Kennedy!49 en el conejo, hasta nuestro trabajo.

En clinica humana, no son muy abundantes los estudios
publicados sobre el uso de fosfomicina en la osteomielitis. En general se
trata de enfermedad crénica, aunque hay alguna comunicacion sobre
osteomielitis aguda hematdgena tratada satisfactoriamente con este
antibi6tico206, También hay un trabajo de Herndndez2?7, que la utiliza
profilacticamente en fracturas Oseas u operaciones traumatoldgicas, con
excelentes resultados.

Por otro lado, el microorganismo mas habitualmente implicado
en la osteomielitis tratada con fosfomicina ha sido S. aureus, siendo escaso
el uso de este antimicrobiano frente a otras bacterias.

Ferniandez-Valencia y cols.292 trataron 37 enfermos con
monoterapia, logrando un 78% de curaciones. En el 90% de los casos se
aislé S. aureus, s6lo o asociado a otros microorganismos.

Guggenbichler y cols.206 informaron de 30 nifios con
osteomielitis aguda hematdgena tratados satisfactoriamente (29 curaciones)
con fosfomicina y otros antimicrobianos en combinacion. Del total de
¢asos, no se aistd el microorganismo causal en el 43°4%, y en un 40% el
aislamiento correspondio a S. aureus.

Roth y cols.28, Potel y cols.20?, Guerrero?> y MeiBner y
cols.210, trataron también infecciones osteoarticulares de diferentes

etiologias con fosfomicina sola o en combinacién. Obtuvieron un 78%,



54%, 85% y 73°5% de curaciones, respectivamente. Los aislamientos
estafifocécicos respecto al total de microorganismos encontrados,
correspondieron al 31°5%, 92°3%, 74% y 61%, respectivamente. En
general los efectos secundarios fueron escasos y poco importantes. Sélo en
uno de estos trabajos208 se incluyé una serie importante de agentes Gram
negativos, obteniendo resultados tan buenos o incluso mejores que los
demas autores.

En resumen, se puede afirmar que fosfomicina ha resultado
eficaz en el tratamiento de osteomielitis, especialmente frente a
estafilococos, aunque se ha utilizado relativamente poco, sobre todo en lo

que se refiere a los Gram negativos.
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B DOSIS FOSFOMICINA FOSFOMICINA

i CALCICA TROMETAMOL
0°5g. 3’8 (alas 2 h.) 4’1 (alas2-3 h.)
1g. 5’2(alas2h.) 10’9 (alas 2-3 h.)

2g. 7’1 (alas4 h.) 20’9 (alas 2-3 h.)

3g. 33’1 (alas 2-3 h.)

Tabla 1.3.1: Concentracion sérica maxima (mcg./ml.) tras una

sola dosis oral de fosfomicina2!,

DOSIS INTRAMUSCULAR INTRAVENOSA

025g. 87 12’6 2 18
0’5 g. 17°1 31°5
i g 28°4 44°4 2 58°6
2. 45’5 78429372

Tabla 1.3.11: Concentracion sérica miaxima (mcg./ml.) tras una

sola dosis parenteral de fosfomicina2l,
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1.- Desarrollar un modelo experimental de osteomielitis cronica
en la rata, por Pseudomonas aeruginosa, comprobando su validez mediante

estudios microbiolégicos e histopatologicos.

2.- Estudiar la eficacia terapéutica de fosfomicina en el modelo

desarrollado.

3.- Comparar la eficacia terapéutica de pautas cortas y largas de

tratamiento (14 y 28 dias respectivamente).

4.- Estudiar las concentraciones Oseas de fosfomicina en el

modelo desarrollado, tanto en hueso sano como enfermo.

5.- Estudiar la farmacocinética sérica de fosfomicina en la rata,

objeto del modelo experimental.



3.- MATERIAL Y METODOS
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3.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA

3.1.1.- MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Un lote de 30 ratas “Wistar” adultas, machos, subdividido en
cuatro grupos de 7-8 animales. Un lote accesorio de 16 ratas similares,
subdividido en dos grupos de 8 animales.

Ambos lotes homogéneos en edad y peso, con un peso medio de

350 g.

MICROORGANISMO

Pseudomonas aeruginosa obtenida de un aislamiento clinico del
Hospital Militar Central Gémez Ulla (Madrid). HGU-2.

Inéculo: 108 ufc./0’05 ml., calculado segin la escala de

MackFarland.

SUBSTANCIA ESCLEROSANTE
Sulfato de bario estéril, diluido al 10% en suero fisiologico

{Solucién de cloruro sédico al 0°9%).

MEDICACION ANESTESICA

- Preanestesia: Clorpromacina (Largactil®, Rhone-Poulenc).

- Anestesia: Tiopental sddico (Pentotal s6dico®, Abbot).
Eter anestésico (€ter etilico).

- Material de administracion de medicacién habitual.



- Campana de éter.

MATERIAL DE PREPARACION DE CAMPO QUIRURGICO

- Méquina de afeitar: “Professional Animal Grooming Model A-
5 with detachable blade feature. Oster Divission of Sunbeam Corp.
Milwaukee, Wisconsin™.

- Alcohol de 70°.

- Material habitual para limpieza de campo quinirgico.

MATERIAL DE CIRUGIA (Fig. 3.1.1)

- Material habitual para mantener condiciones estériles: guantes,
mascarillas, batas, paiios, apositos, etc.

- Material quinirgico habitual: pinzas, tijeras, etc.

- Bisturi y hojas desechables: “Sterilklinge BB-511" y “BB-

522".
- Bisturi desechable: “Sabre sterile single use scalpels shape 20”.
- Seda de sutura del n° 0, 1 6 2, con agujas desechables.
- Cera estéril 6sea.
- Micromotor: “Max Delux Universal AC/DC”, Adaptador
“MM-210".

- “Drill”. Mini-Perceuse Maxicraft “F/M” max: 14.500. “Maxi-
serrage’: 2’5 mm.
- Fresas “Maxicraft”. Fresas de acero redondas de 1 mm. de

didmetro.
MATERIAL DE SACRIFICIO Y OBTENCION Y

PREPARACION DE MUESTRAS
- Tiopental sédico (Pentotal s6dico®, Abbot).
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- Material quirtdrgico habitual.

- Material de laboratorio habitual (Recogida de muestras).
- Mortero de acero inoxidabie (Triturado dseo).

- Caldo de Miiller-Hinton.

- Formaldehido al 10%.

3.1.2.- METODO

ANIMALES
Para inoculacion de Pseudomonas aeruginosa se utiliza solo el

lote de 30 ratas.

MICROORGANISMO

El bacilo se mantiene en incubacion la noche anterior al dia de la
inoculacién en estufa a 37°C, en agar Miiller-Hinton. Se prepara el inéculo
el mismo dia de su utilizacion, comparando la densidad 6ptica con la escala

de MacFarland, para obtener una concentracién bacteriana aproximada de

108 ufc./0’05 mi.

PREANESTESIA Y ANESTESIA (Figs. 3.1.11 y 3. 1.11I)

- Preanestesia: Se administra a los animales 30 minutos antes de
la anestesia, clorpromacina via intramuscular. Dosis: 0°7-0°9 cc. (3°5-4’5
mg.)

- Anestesia: I.a anestesia se realiza con tiopental sodico via
intraperitoneal; dosis: 50 mg./kg. de peso. Para su administracion se
prepara una dilucién 1/60 de un vial de 1 cc., conteniendo 1 g. de tiopental

sddico, con agua destilada; la nueva preparacién contiene 16’6 mg./cc. Si



no fuese suficiente la anestesia con tiopental sédico, se administra por
inhalacién éter etilico, mediante campana de plastico que contiene
algodones empapados en esta substancia, aproximandose a la cabeza del

animal, para facilitar su respiracién.

TECNICA DE INOCULACION (Figs. 3.1.1V, 3.1.V, 3.1.Vl y
3.1.VID)

Se afeita la pata trasera izquierda y se limpia con alcohol de 70°.
A continuacién se coloca el animal en un campo quirtirgico estéril. La
técnica quinirgica debe hacerse con la maxima asepsia. Se practica una
incision longitudinal medial, en bloque, en el tercio superior de la tibia
(tuberosidad), hasta la cresta tibial, rechazando planos musculares,
aponeurosis y periostio. Se taladra en la cara interna metafisiaria con un
microtaladro (“drill”), con broca de 1 mm., atravesando la cortical 6sea y
alcanzando la cavidad medular. Tras retirar la broca, se inserta en el canal
asi provocado una aguja de 0’8 mm. hasta la cavidad medular. Se inyectan
0’05 cc. de la solucidén de sulfato de bario estérii al 10% como agente
esclerosante y, a continuacién y sin retirar la aguja, 005 cc. de la
suspension bacteriana. Una vez inyectado el indculo, se administra por la
misma aguja 0’05 cc de solucidn salina estéril, para garantizar la entrada de
los anteriores elementos. Posteriormente se retira la aguja, se obtura la
cavidad con cera estéril para prevenir el “desbordamiento” del material
introducido, y se cierra la herida en un solo plano con seda. El animal se

devuelve a su jaula.
OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

A los 7, 14, 28 y 56 dias tras la inoculacién, se sacrifica un

grupo de ratas, utilizando una sobredosis de tiopental sddico

-53-



intraperitoneal. Se desarticulan y aislan las tibias inoculadas, y se lavan
externamente con alcohol de 70° Un tercio de las muestras se introducen
en recipientes individuales con formaldehido al 10% para su procesamiento
histopatolégico. Fl resto de las tibias, tras ser pesadas, se trituran en
mortero estéril de acero inoxidable y se introducen en recipientes
individuales que contienen 5 ml. de caldo de Miiller-Hinton, para su
transporte a 4°C y posterior estudio microbiolégico.

- Procesamiento histopatoldgico: Las muestras obtenidas,
previamente fijadas en formaldehido al 10%, son decalcificadas con acido
nitrico al 7%. Posteriormente se procesan segin método habitual de
inclusién en parafina (paraplast). Se realizan diversas tinciones:
hematoxilina-eosina, reticulina de Wilder, PAS y tricromico de Masson.

- Procesamiento microbioldgico: A partir de la solucién de tibias
trituradas se realizan diluciones seriadas en suero fisiologico. Se toman
0’025 ml. de la solucion original y de cada una de las diluciones con
micropipeta, y se siembra en placas de Petri con agar Miiller-Hinton. Se
incuban las placas durante 24 horas, a 37°C en estufa de cultivo. Finalmente
se procede a la lectura de las placas con recuento de colonias y a la

identificacién del microorganismo por técnicas habituales.

LOTES ACCESORIOS
En un grupo accesorio de 8 ratas, se provocan lesiones por el
microtaladro, sin inoculacién alguna, sacrificandose en grupos de dos para

estudio histopatoldgico, a las 24 horas y a tos 3, 7 y 14 dias.

En el otro grupo accesorio, asimismo de 8 animales, se provocan

lesiones por el microtaladro y se inyecta la substancia esclerosante (sulfato



de bario estéril al 10% en suero fisioldgico), sacrificindose en grupos de

dos para estudio histopatoldgico, a las 24 horas y a los 3, 7 y 14 dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliza el programa de ordenador estindar Statview® version
4.0, para Macintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, ademds de
individualmente, en forma de media aritmética + error estandar de la media,

para cada grupo de animales.

Para el estudio de los datos cuantitativos, se realiza andlisis de la
varianza utilizando la prueba de la F de Snédecor, para valorar la
homogeneidad o heterogeneidad de las muestras. Posteriormente, si se
comprueba la heterogeneidad de la muestra global, se comparan los grupos
dos a dos, a través de sus medias, utilizando la prueba de ia t de Student
para muestras no pareadas.

Se calcula el coeficiente de variacidén de cada grupo de la
muestra total. Si €ste supera el 33°3%, indica que existe una alta dispersion.
En este caso, y por tratarse de muestras pequenas, se considera necesario
corroborar los resultados estadisticos mediante pruebas no paramétricas?!1:
Se aplica el test de Kruskal-Wallis para valorar la homogeneidad o
heterogeneidad de las muestras, y el test de la U de Mann-Whitney para
comparar los grupos dos a dos.

En todos los casos, se considera que los resultados son
estadisticamente significativos cuando la probabilidad de que las

diferencias encontradas se deban al azar es menor del 5% (p < 0°05)211.
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Fig. 3.1.1: Modelo experimental de osteomielitis.
Material de cirngia.



Fig. 3.1.11: Modelo experimental de osteomielitis.
Anestesia con tiopental sidico.

Fig. 3.1.111: Modelo experimental de osteomielitis.
Anestesia con éter etilico.
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Fig. 3.1.1V: Modelo experimental de osteomielitis.
Incision longitudinal en blogue.

Fig. 3.1.V: Modelo experimental de osteomielitis.

Taladro de la cara interna de la metifisis tibial.



Fig. 3.1.VI: Modelo experimental de osteomielitis.

Inoculacion.

—,
&~

Fig. 3.1.VII: Modelo experimental de osteomielitis.
Cierre de la herida en un solo plano.



3.2.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. TRATAMIENTO
CON FOSFOMICINA

3.2.1.- MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION
Un lote de 40 ratas “Wistar” adultas, hembras, subdividido en

tres grupos. El lote es homogéneo en edad y peso, con un peso medio de

275 g.

MICROORGANISMO

Pseudomonas aeruginosa obtenida de un aislamiento clinico
Gseo del Hospital Militar Central Gomez Ulla (Madrid). HGU-1.

La cepa es sensible a ceftazidima, piperacilina, imipenem,
ciprofloxacino, gentamicina, amikacina y fosfomicina; resistente a

cefalotina, cefotaxima y ampicilina. CMI de fosfomicina: 8 mcg./ml.

Inéculo: 108 ufc/0°05 ml., calculado segin la escala de
MacFarland.

ANTIMICROBIANO
Fosfomicina (Fosfocina®, CEPA).

RESTO DE MATERIAL
El referido en el modelo experimental de osteomielitis (Punto

3.1.1).



3.2.2.- METODO

CREACION DE OSTEOMIELITIS

Meétodo descrito anteriormente (Punto 3.1.2).

DETERMINACION DE LAS CMIs

Se realizaron, previa y posteriormente al tratamiento antibiético,

por los métodos habituales empleados en nuestro departamento.

TRATAMIENTO

Se establecen tres grupos de animales:

- Grupo 1: Control, sin tratamiento. 12 ratas.

Los animales se sacrifican 15 dias después de provocar la
infeccion.

- Grupo 2: Tratamiento corto. 14 ratas.

Se inicia el tratamiento a los 14 dias de provocar la infeccién y
se mantiene durante 14 dias.

Los animales se sacrifican 28 dias después de finalizar el
tratamiento (56 dias después de la inoculacion).

- Grupo 3: Tratamiento largo. 14 ratas.

Se inicia el tratamiento a los 14 dias de provocar la infeccion y
se mantiene durante 28 dias.

Los animales se sacrifican 28 dias después de finalizar el

tratamiento (70 dias después de la inoculacién).

DOSIS DE ANTIMICROBIANO
La dosis de fosfomicina fue de 200 mg./12 h. , administrada por

via subcutanea.

-61-



Se calcula a partir de una dosis estandar en osteomielitis humana
del adulio, establecida en mg.’kg. de peso/dia. Esta cantidad se corrige
multiplicando por 6 (factor de correccion peso/superficie)212.213, Asj se

obtiene la dosis en mg./kg. de peso/dia en la rata.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El sacrificio de los animales se realiza administrando una
sobredosis de tiopental sdédico intraperitoneal, diluido al 1/60 (16’6
mg./cc.). Se desarticulan y aislan las tibias inoculadas, y se lavan
externamente con alcohol de 70° Las muestras destinadas a estudio
histopatolégico, cuatro de cada grupo, se fijan con formaldehido al 10%. El
resto de las tibias se pesan y posteriormente se pulverizan en mortero estéril
de acero inoxidable, diluyendo el triturado en 5 cc. de caldo Miiller-Hinton,
para su procesamiento microbiolégico.

- Procesamiento histopatolégico: Las muestras obtenidas,
previamente fijadas en formaldehido al 10%, son decalcificadas con acido
nitrico al 7%. Posteriormente se procesan segin método habitual de
inclusiéon en parafina (paraplast). Se realizan diversas tinciones:
hematoxilina-eosina, reticulina de Wilder, PAS y tricrémico de Masson.

- Procesamiento microbioldgico: A partir de la solucidn de tibias
trituradas se realizan diluciones seriadas en suero fisiologico. Se toman
0’025 mi. de la solucién original y de cada una de las diluciones con
micropipeta, y se siembra en placas de Petri con agar Miiller-Hinton. Se
incuban las placas durante 24 horas, a 37°C en estufa de cultivo. Finalmente
se procede a la lectura de las placas con recuento de colonias y a la

identificacién del microorganismo por técnicas habituales.



ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliza el programa de ordenador estindar Statview® versién
4.0, para Macintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, ademas de
individualmente, en forma de media aritmética + error estindar de la media,

para cada grupo de animales.

Para el estudio de los datos cuantitativos, se realiza andlisis de la
varianza utilizando la prueba de la F de Snédecor, para valorar la
homogeneidad o heterogeneidad de las muestras. Posteriormente, si se
comprueba la heterogeneidad de la muestra global, se comparan los grupos
dos a dos, a través de sus medias, utilizando la prueba de la t de Student
para muestras no pareadas.

Se calcula el coeficiente de variacién de cada grupo de la
muestra total. Si éste supera el 33°3%, indica que existe una alta dispersion.
En este caso, y por tratarse de muestras pequeiias, se considera necesario
corroborar los resultados estadisticos mediante pruebas no paramétricas?!1.
Se aplica el test de Kruskai-Wallis para valorar la homogeneidad o
heterogeneidad de las muestras, y el test de la U de Mann-Whitney para
comparar los grupos dos a dos.

En todos los casos, se considera que los resultados son
estadisticamente significativos cuando la probabilidad de que las

diferencias encontradas se deban al azar es menor del 5% (p < 0°05)211,
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3.3.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. NIVELES
OSEOS DE FOSFOMICINA

3.3.1.- MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION
Un lote de 8 ratas “Wistar” adultas, machos, subdividido en dos

grupos. El lote es homogéneo en edad y peso, con un peso medio de 350 g.

MICROORGANISMO
Pseudomonas aeruginosa obtenida de un aislamiento clinico del

Hospital Militar Central Gémez Ulla (Madrid). HGU-1.

ANTIMICROBIANOQ
Fostomicina (Fosfocina®, CEPA).

MATERIAL PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS

- Nieve carbonica.

- Congelador convencional con capacidad para -20°C.

- Centrifuga: “IEC CENTRA-7R Refrigerated Centrifuge. Max.:
6.000 rpm.”

- Solucién amortiguadora: THAM (Buffer TRIS) pH 8, 0’05 M,
cuya composicion es: -Trishidroximetil-aminometano, 6’052 g.

- Agua, csp. 1 L.

- Acido clorhidrico csp. ajustar el pH a 8.



RESTO DE MATERIAL
El referido en el modelo experimental de osteomielitis (Punto

3.1.1).

3.3.2.- METODO

CREACION DE OSTEOMIELITIS

Meétodo descrito anteriormente {Punto 3.1.2).

TRATAMIENTO

Se establecen dos grupos de animales:

- Grupo A: Tratamiento iniciado a los 14 dias de provocar la
infeccion, mantenido durante 7 dias.

Los animales se sacrifican 5 minutos antes de la tditima dosis (4
ratas).

- Grupo B: Tratamiento iniciado a los 14 dias de provocar la
infeccion, mantenido durante 7 dias.

Los animales se sacrifican 1 h. después de la ultima dosis (4

ratas).

DOSIS DE ANTIMICROBIANO
La dosis de fosfomicina fue de 200 mg./12 h., administrada por

via subcutanea.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
El sacrificio de los animales se realiza administrando una

sobredosis de tiopental soédico intraperitoneal, diluido al 1/60 (16’6



mg./cc.). Se desarticulan y aislan ambas tibias, para medir Ilas
concentraciones de antimicrobiano en hueso sano e infectado (subgrupos 1
Yy 2, respectivamente, para cada grupo de animales), y se lavan
externamente con alcohol de 70°. Las muestras se congelan a -20°C y se
trituran en mortero estéril de acero inoxidable, introducido en nieve
carbdnica para facilitar la pulverizacion del hueso. Posteriormente se pesa
el triturado y se diluye en la solucién amortiguadora. Para calcular la
cantidad de solucién amortiguadora (en ml.) necesaria, se multiplica el peso
(en g.) por 4. La mezcla se agita en bafio frio durante 2 h., al cabo de las
cuales se centrifuga (también en frio) durante 15 minutos aproximadamente
a 2.500 rpm. Se valora el sobrenadante, estudiando la concentracion de
fosfomicina por el método microbiolégico de difusién en agar, descrito y
utilizado por otros autores?6:214.215  ytilizando como cepa de ensayo

Proteus vulgaris ATCC-21200.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliza el programa de ordenador estindar Statview®, versién
4.0, para Macintosh.

lLos datos cuantitativos se presentan, ademds de
individualmente, en forma de media aritmética + error estiandar de la media,

para cada grupo de muestras.

Se comparan las muestras, a través de sus medias, mediante la
prueba de la t de Student.

Se calcula el coeficiente de variacidn de cada muestra. Si éste
supera el 33°3%, indica que existe una alta dispersién. En este caso, y por

tratarse de muestras pequefas, se considera necesario corroborar los



resultados estadisticos mediante pruebas no paramétricas2!l, aplicando el
test de la U de Mann-Whitney.

En todos los casos, se considera que los resultados son
estadisticamente significativos cuando la probabilidad de que las

diferencias encontradas se deban al azar es menor del 5% {(p < 0°05)211,
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3.4.- NIVELES SERICOS DE FOSFOMICINA EN
RATAS “WISTAR”

3.4.1.- MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION
Un lote de 6 ratas “Wistar” adultas, machos, sanas. El lote es

homogéneo en edad y peso, con un peso medio de 350 g.

ANTIMICROBIANO
Fosfomicina (Fosfocina®, CEPA).

MEDICACION ANESTESICA

- Anestesia: - Tiopental sodico (Pentotal sodico®, Abbot).
- Eter anestésico (éter etilico).

- Material de administracién de medicacion habitual.

- Campana de éter.

MATERIAL PARA OBTENCION DE MUESTRAS
- Material habitual para extracciones sanguineas.

- Tubos de ensayo convencionales.

3.4.2.- METODO

DOSIS DE ANTIMICROBIANO

Se administran 200 mg. subcutdneos a cada uno de los animales.



OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras se obtienen por puncién intracardiaca.

Previamente a la misma se procede a anestesiar al animal con
tiopental sddico via intraperitoneal; dosis: 50 mg./kg de peso. Para su
administracion se prepara una dilucién 1/60 de un vial de 1 cc.,
conteniendo 1 g. de tiopental sodico, con agua destilada; la nueva
preparacion contiene 16’6 mg./cc. Si no fuese suficiente la anestesia con
tiopental sodico, se administra por inhalacién éter etilico, mediante
campana de plastico que contiene algodones empapados en esta substancia,
aproximandose a la cabeza del animal. Para las ultimas tomas de muestras,
se precisa una nueva dosis de anestesia intraperitoneal.

Se realizan extracciones 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2
horas, 4 horas, 8 horas y 10 horas después de administrar el antibiético,
obteniéndose 1 cc. en cada extraccion.

La concentracién de fosfomicina en las muestras obtenidas se
valora por el método microbiolégico de difusion en agar, descrito y
utilizado por otros autores?6.214215 yutilizando como cepa de ensayo

Proteus vulgaris ATCC-21200.

CALCULO DE LAS CONSTANTES FARMACOCINETICAS
Y ANALISIS MATEMATICO DE LA CINETICA DE ELIMINACION

Se utiliza el programa de ordenador esténdar Statview®, versién
4.0, para Macintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, ademas de
individualmente, en forma de media aritmética + error estandar de la media,

para cada grupo de muestras.
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A partir de los valores medios obtenidos para cada unidad de
tiempo, se obtiene una curva de concentracion de fosfomicina (C) en
funcion del tiempo (curva de absorcién-eliminacion).

A partir de esta curva, se hallan la concentracion maxima del
antibidtico (Cpsy), €l tiempo en que se alcanza dicha concentracion (Tyysx).
el drea bajo la curva desde tiempo 0 a 10 horas (ABCy!0), el drea bajo la
curva desde tiempo 0 a infinito (ABCy™), la hemivida (T/2) y la constante
de eliminacién (Kg), factor que rige la desaparicién del antibidtico del

suero, que se expresa en h-1.

El tramo descendente de la curva representa la cinética de
eliminacion, que tiende a ajustarse a una curva exponencial, cuya férmula
se obtiene. Esta puede hacerse lineal si los datos se representan en forma de
logaritmo de la concentracion?!¢, lo cual nos permite realizar el analisis
matematico de la cinética del antibidtico. El ajuste de la recta asi
obtenida—recta de regresién que relaciona concentraciones del farmaco,
expresadas en forma logaritmica, con el tiempo—corresponde a Ia
ecuacion?10;

Log C=[-(Ke./2'303) x 1] + log Co
en la cual C es la concentracién de fosfomicina en tiempo t, Cp es la
concentracién en tiempo O v log Cq es la interseccién con la ordenada,
mientras que — (K¢ / 2°303) es el coeficiente angular.

Para valorar la bondad del ajuste de la recta de regresion
obtenida matematicamente, se calculan el coeficiente de correlacién (R), el

coeficiente de determinacién (R2) y la seguridad de la regresion (p).
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K, se puede calcular2!6 a partir de la pendiente de la recta que
mejor se ajuste a los valores de log C en funcion del tiempo, o bien,
despejando de la ecuacion de la recta semitogaritmica de regresidn, a partir

de:
Ke=1(27303/t) x log (Co / C)

La hemivida, definida como el tiempo necesario para que la
concentracion del antibidtico en suero se reduzca a la mitad, se puede
calcular, conociendo la K, mediante la siguiente relacion:

T12=0693 /K,

Esta relacion se deduce de la ecuacion de la recta de regresion

en la cual, despejando t, se obtiene:
t=(2"303 / K¢) x tog (Co / C)
En este caso, y puesto que se trata de hemivida, Cy es por
definicién el doble de C, y por tanto
T2 =(2303/K¢) x log (2C/ C)
0 sea
T2 =(2°303 / Ke) x log 2
es decir

T12=0693 /K,

Se calculd el drea bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el ultimo
determinado en la curva de niveles (10 horas), con un minicomputador
Hewlett-Packard 97, aplicando la regla de Foster y Bourne2!7, Para calcular
el drea desde el iltimo punto experimentado hasta el infinito, se aplicé la
ley de Dost2!8, que consiste en dividir la concentracién existente en el
tltimo punto experimentado por la Ke. La suma de ambas dreas nos da el

area bajo la curva desde 0 a infinito.
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4.- RESULTADOS



4.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA

4.1.1.- MORTALIDAD

El 20% de los animales (6 ratas) murieron espontineamente en
las primeras 48 horas tras la inoculacién de Pseudomonas aeruginosa. Las
24 ratas que sobrevivieron, quedaron divididas en 4 grupos de 6 animales
cada uno.

La causa de la muerte no se determind, atribuyéndose a efectos

de la anestesia o a septicemia por P. aeruginosa.

4.1.2.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Se realizé estudio microbiolégico en 4 ratas de cada grupo
(Tabla 4.1.1 y Fig. 4.1.I). Los resultados fueron suficientemente
homogéneos para cada grupo de animales, con un coeficiente de variacién
menor del 33% en todos los casos, por lo que no fue necesario aplicar
pruebas no paramétricas para el andlisis estadistico.

El andlisis de la varianza resulté altamente significativo para la
existencia de heterogeneidad de las muestras (p < 0°0001).

Se comprobd un aumento significativo en el niimero de unidades
formadoras de colonias por gramo de hueso, entre los grupos de 7 y 14 dias
postinoculacién (p = 0°0089) y entre los de 28 y 56 dias (p = 0°0122),

comprobandose asi la progresion de la enfermedad a lo largo del tiempo.
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4.1.3.- RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

Se realizé estudio histopatolégico en 2 ratas de cada grupo
(Tabla 4.1.11; Figs. 4.1.11 y 4.1.111), desmostrandose la aparicién de lesiones
osteomieliticas evidentes. Se objetivaron nidos osteomieliticos a partir del
dia 14. Las necrosis Oseas estaban rodeadas e infiltradas por
polimorfonucleares y células plasmadticas; mas hacia la periferia , a partir
del dia 28, se observaban osteocitos y aposicién de hueso, tendiendo hacia
la formacion de lesidon granulomatosa de cuerpo  extrafio.

Macroscopicamente, se observo osteolisis y deformacion.

En el grupo accesorio en el que se habian provocado tan sélo
lesiones por el taladro, se encontraron lesiones localizadas, sin secuestros,
con escasa reaccion leucocitaria y fibrosa y sin activacion osteobldstica
marcada.

En el otro grupo accesorio de animales en el que ademas se
habia inoculado €l agente esclerosante, se encontraron lesiones esclerosas

medulares y destructivas trabeculares, sin reaccion osteoblastica ni fibrosa.



[ Dias tras Niamero de ufc./g. de hueso
inoculacion animal
7 1 2°400 x 107
7 2 3°160 x 107
7 3 4’360 x 107
7 4 5°200 x 107
14 1 6320 x 107
14 2 17000 x 108
14 3 6°840 x 107
14 4 1°024 x 108
T e O
28 2 1’112 x 108
28 3 1°000 x 108
28 4 1°200 x 108
56 1 1400 x 108
56 2 17396 x 108
56 3 2°000 x 108
56 4 1'632 x 108
Dias tras Niumero de my ufc./g. + Sy cv
inoculacion animales
7 4 3°780 x 107 £ 0’622 x 107 32°9%
14 4 8350 x 107+ 1°029x 107 24'6%
28 4 1’058 x 108 + 0°062 x 108 11'6%
56 4 1°607 x 108 £ 0142 x 108 17"7%
Entre 7 y 14 dias: p = 0’0089
Entre 14 y 28 dias: p>0’05
Entre 28 y 56 dias: p=0°0122

Tabla 4.1.1: Modelo experimental de osteomielitis por P. aeruginosa.

Resultados microbioldgicos.
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ufc./g.x 106
180

160

140

PR RO SR

120
100 A
% 1
6o -

40 -

20 - - - - :
7 14 28 56

Dias tras inoculacién

Entre 7y 14 dias: p=0°0089
Entre 14 y 28 dias: p> 0’05
Entre 28 y 56 dias: p=0°0122

Fig. 4.1.1: Modelo experimental de osteomielitis por P. aeruginosa.

Resultados microbiolégicos (mxxSm).
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DIAS TRAS

LESION MACROSCOPICA

INOCULACION

LESION MICROSCOPICA

~

14

Sin alteraciones
Lesnon osteolltlca

Defonnacnon Osea

Les10n osteolmca

Deformacnon osca

Le31on esclerosa

Deformacion 6sea

Sin a]teraciones ]

NCCI'OSIS supuratlva Osea

Necrosis supurativa con secuestros 0seos

Lesién cronica esclerosa

Lesion granulomatosa de cuerpo extraiio

Tabla 4.1.11: Modelo experimental de osteomielitis por Psedomonas aeruginosa.

Resultados histopatoldgicos.



Fig. 4.1.11: Modelo experimental de osteomielitis.
Deformidad dsea.

Fig. 4.1.111: Modelo experimental de osteomielitis.
“Nidus" osteomielitico.



4.2.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. TRATAMIENTO
CON FOSFOMICINA

4.2.1.- MORTALIDAD Y EFECTOS SECUNDARIOS

Se inocularon 40 animales, de los que 6 (15%) murieron antes
de la fecha de! sacrificio, en la primeras 48 horas tras la inoculacion. Las 34
ratas que sobrevivieron, quedaron distribuidas en 3 grupos de animales: 10
para el grupo 1 (control) y 12 para cada uno de los grupos de tratamiento
(grupos 2y 3).

La causa de la muerte no se determind, atribuyéndose a efectos
de la anestesia o a sepsis por P. aeruginosa.

Ni durante el periodo de tratamiento ni durante el seguimiento
posterior pudieron objetivarse efectos secundarios graves; si presentaron
lesiones nodulares subcutineas en el punto de inyeccién, que

desaparecieron antes de ser sacrificados los animales.

4.2.2.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
Se realiz6 estudio microbiolégico en 6 ratas del grupo 1 (control
sin tratamiento) y en 8 ratas de los grupos 2 y 3 (tratamiento durante 14 y

28 dias respectivamente) (Tablas 4.2.1a y 4.2.Ib; Fig. 4.2.1).

El coeficiente de variacién superé el 33% en todos los grupos,

por lo que la prueba de la t de Student se complementé con pruebas no
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paramétricas para el andlisis estadistico. El analisis de la varianza (F de
Snédecor), demostro heterogeneidad de las muestras con una significacion
del 99°98% (p = 0°0002). El test no paramétrico de Kruskal-Wallis
demostr6 asi mismo heterogeneidad de las muestras con una significacién

del 99°87% (p = 0°0013).

GRUPO 1
En todas las muestras 6seas estudiadas en el grupo control sin

tratamiento, se recuperd el microorganismo.

GRUPO 2

En los animales tratados durante 14 dias, se obtuvo
esterilizacion en el 50% de los casos. En los que no se logré la
esterilizacion, se observo una discreta disminucion del nimero de ufc./g. de
hueso, respecto al grupo conirol. Al comparar las medias de unidades
formadoras de colonias de este grupo con respecto a los animales no
tratados, se comprobd una significacion del 99°74% (p = 0°0026) para el
test de la t de Student. Con el test no paramétrico de la U de Mann-

Whitney, la significacion fue también elevada (99°81%: p = 0°0019).

GRUPO3

En los animales tratados durante 28 dias, la esterilizacién
alcanzé el 75% de los casos. En los dos animales en los que se recupero el
microorganismo, el nimero de ufc./g. fue inferior al de los otros dos
grupos. La significacidn respecto al grupo control fue del 99°75% (p =
0°0025) para el test de la t de Student. Con el test no paramétrico de la U de
Mann-Whitney, la significacion fue del 99°81% (p = 0°0019).

-80-



Comparando ambos grupos de tratamiento, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas con ninguna de las dos pruebas

utilizadas (p > 0’05).

CMlIs

La CMI de fosfomicina frente al la cepa de P. aeruginosa
inoculada, previamente al tratamiento, fue 8 mcg./mi. Las CMIs de los
microorganismos aislados en las tibias de los animales tratados no se

diferenciaron respecto al original, oscilando entre 8 y 16 mcg./ml.

4.2.3.- RESULTADOQOS HISTOPATOLOGICOS

Se realiz estudio histopatolgico en 4 ratas de cada grupo

(Tabla 4.2.11; Figs. 4.2.11 y 4.2.11I).

LESTONES MACROSCOPICAS

En el grupo control se observé lesion osteolitica en el 100% de
los casos. Esta misma aparecia solo en el 50% de los animales tratados 14
dias y en el 25% de los tratados 28 dias; en el 50 y 75% restantes,

respectivamente, no se hallaron alteraciones.

LESIONES MICROSCOPICAS

En los controles se observo necrosis destructiva supurada en el
100% de las muestras. En el grupo 2 se aprecié esta misma lesion en el
50% de los casos , mientras que en el resto no se objetivaron lesiones éseas

de actividad osteomielitica. En el grupo 3 existia un “nidus” en fase de
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regresion en el 25% de los animales, y en el resto no habia alteracion

alguna.

En los animales tratados disminuyod el grado de lesion ésea
respecto al control. También se observaron diferencias en el examen

histopatoldgico entre ambos grupos de tratamiento.
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) Grupo de Numero de ufec./g. de hueso
tratamiento animal
1 1 1’040 x 107
1 2 2°000 x 108
1 3 4200 x 107
1 4 1’840 x 108
1 5 6’120 x 107
! 6 2°000 x 108
.................... e

2 2 0'000

2 3 2000 x 100
2 4 0°000

2 5 4°000 x 100
2 6 0’000

2 7 0°000

2 8 1200 x 100
3 1 0’000
3 2 0°000

3 3 0’000

3 4 8000 x 105
3 5 0’000

3 6 4°000 x 103
3 7 0’000

3 8 0’000

Tabla 4.2.1a: Modelo esperimental de osteomielitis por P. aeruginosa:
Tratamiento con fosfomicina.

Resultados microbioldgicos.



Grupo de Nuimero de my ufe./g. £ Sy aY
tratamiento animales

l 6 1’163 x 108 + 07368 x 108 >33%
2 8 07964 x 100 + 07505 x 100 > 339
3 8 1°500 x 105 + 17052 x 103 > 33%

Entre 1y 2: p=0'0026
Entre 1 y 3: p = 0’0025
Entre2y3: p>005

Tabla 4.2.Ib: Modelo experimental de osteomielitis por P. aeruginosa:
Tratamiento con fosfomicina.

Resuitados microbioldgicos.




ufc./g.x 103
1.000.000 3

100.000 3

siul

10.000 3

1.000 1

100 o

10 " T v T
1 2 3

Grupo de tratamiento
Entre 1 y 2: p = 0’0026
Entre 1 y 3: p= 00025
Entre2y3: p>005

Fig. 4.2.1: Modelo experimental de osteomielitis por P. aeruginosa:
Tratamiento con fosfomicina.

Resultados microbiolégicos (mx+Sh). Representacion semilogaritmica.
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GRUPO DE LESION MACROSCOPICA LESION MICROSCOPICA
TRATAMIENTO
1 Lesion osteolitica Necrosis supurativa 0sea

(100%) (100%)

2 Lesidn osteolitica Necrosis supurativa dsea
(50%) (50%)

~ Sinalteraciones ~ Sin alteraciones
(50%) (50%)
3 Lesién osteolitica Nidus en fase de regresion
(25%) (25%)
~ Sin alteraciones ~ Sinalteraciones
(75%) (75%)

Tabla 4.2.I1: Modelo experimental de osteomielitis por P. aeruginosa.
Tratamiento con fosfomicina.

Resultados histopatolégicos.




Fig. 4.2.11: Modelo experimental de osteomielitis.
“Nidus" osteomielitico.
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Fig. 4.2.111: Modelo experimental de osteomielitis.
“Nidus" en fase de regresion (28 dias de tratamiento con fosfomicina).



4.3.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. NIVELES
OSEOS DE FOSFOMICINA

Los resultados fueron homogéneos para cada grupo de muestras,
presentando coeficientes de variacion inferiores al 33% en todos los casos,
por lo que las medias se compararon mediante la prueba de la t de Student
(Tabla 4.3.1).

Tanto en “pico” como en “valle”, las concentraciones éseas de
fosfomicina fueron mas elevadas en el hueso enfermo que en el hueso sano,
con una significacion del 95°07% (p = 0°0493) para los niveles obtenidos
una hora después de administrar el antibidtico (*pico™), y del 98°5% (p =
0°0150) para los obtenidos 5 minutos antes de la dltima dosis (“valle”).

Aun en los niveles mas bajos de antimicrobiano en hueso, €stos

superaron la CMI para la cepa de P. aeruginosa utilizada.



Animal nimero

Hueso sano (1)

Hueso infectado (2)

1 10728 17’16
Grupo A 2 932 16’48
(5’ antes) 3 8’04 1124
4 10°10 13704
I 117°20 130’80
Grupoc B 2 111’80 168’80
(1 h. después) 3 94’40 268700
4 126720 175’60
Grupo Nimero de muestras mx = Sm cv
A-1 4 9°435 + 0’510 10°8%
A-2 4 14’480 + 1’407 19°4%
B-1 4 112°400 + 6’695 11°9%
B-2 4 185°800 + 29’119 31'3%

de la tltima dosis.

antes de la altima dosis.

de la nltima dosis.

después de la dltima dosis.

Entre A-1y A-2:
Entre B-1 y B-2:

p=0°0150
p = 00493

A-1: Hueso sano en animales sacrificados 5 minutos antes

A-2: Hueso infectado en animales sacrificados 5 minutos

B-1: Hueso sano en animales sacrificados I hora después

B-2: Hueso infectado en animales sacrificados 1 hora

Tabla 4.3.1: Modelo experimental de osteomielitis por

Pseudomonas aeruginosa: Niveles dseos de fosfomicina.
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44.- NIVELES SERICOS DE FOSFOMICINA EN
RATAS “WISTAR”

44.1.- CURVA DE NIVELES

En la tabla 4.4.1 y en la figura 4.4.1, quedan reflejados los
resultados obtenidos de calcular las concentraciones plasmaticas de
fosfomicina, tras la administracién de 200 mg subcutdneos.

El “pico” se consiguié a los 30 minutos, con un valor de 700 +
55’99 mcg./ml. A las 8 horas aun existia en suero una concentracién
proxima a la CMI del antibidtico frente a la cepa ensayada.

La curva exponencial de regresion (Fig.4.4.11), representativa de
la cinética de eliminacidn, se ajustd a la siguiente ecuacion:

C=46776xe-172t

donde C es concentracion y t es el tiempo en el que se obtiene.

Representando los datos en forma de logaritmo de la
concentracion, obtuvimos una recta de regresion (Fig. 4.4.1I1) que se ajusté
a la siguiente ecuacion:

logC=-(0’004x t)+ 2°9

Esta ecuacion se corresponde con la ecuacién de la curva
exponencial. El coeficiente de correlacion (R = 07995}, el coeficiente de
determinacién (R2 = 0°991) y la seguridad de la regresién (p < 0°0001),
demostraron un buen ajuste de la recta de regresion con los valores reales

observados, indicativo de una cinética lineal.



4.4.2.- CONSTANTES FARMACOCINETICAS

La Cpsx fue de 700 mcg./ml., con un Tp,s5 de 0’5 horas.
El valor obtenido para K fue de 0’58 h-1, y el de la hemivida de
1’19 horas. El drea bajo la curva desde el tiempo 0 a 10 horas fue de

1.384°64 (mcg./ml.)h., y desde 0 a infinito de 1.390°16 (mcg./ml.)h.
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Animal numero

Minutos 1 2 3 4 5 6 mx = Sm log mx
15 533’60 132°00 157°00 341°00 514’00 324°00 333°60+£76°03 2'52
30 660°00 535’00 770°00  707°00 828°00 700°00+£55°99 2’85
60 665°00 55700 700°00 534’00 525°00 596°20+40°30 2778
120 219°00 312°00 352°00 303°00 202°00 166’00 259°00+32°80 2’41
240 35’00 62°00 59°00 66’00 57°80 76’00 59°30+6°08 1’77
480 4’00 790 11’10 6’30 6’90 7°80 77331704 0’87
600 3’80 2’70 3’30 3°00 3°20+0°28 0’51

Tabla 4.4.1: Niveles séricos de fosfomicina en ratas “Wistar” (meg./ml.).




15 30 60 120 240 480 600

minutos

Fig. 4.4.1: Niveles séricos de fosfomicina en ratas “Wistar™.

Curva de absorcion-eliminacion.



Curva de eliminacion

. . Curva exponencial de regresién

””””””

30 60 120 240 480 600

minutos

Fig. 4.4.11: Niveles séricos de fosfomicina en ratas “Wistar”.

Cinética de eliminacion.
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Fig. 4.4.111: Niveles séricos de fosfomicina en ratas “Wistar”.
Recta de regresion que representa la cinética de eliminacion.

Representaciéon semilogaritmica.



5.- DISCUSION



5.1.- MODELOS EXPERIMENTALES DE
OSTEOMIELITIS

3.1.1.- INTRODUCCION

Los ensayos clinicos para el tratamiento de osteomielitis en el
ser humano, son dificiles de desarrollar y homogeneizar, por la gran
cantidad de variables que pueden modificar los resultados!?. Cuatro son los
factores fundamentales que influyen en el prondstico y respuesta al
tratamiento®: Grado de necrosis, condiciones del huésped, lugar y
extension de la enfermedad, y alteraciones debidas a la enfermedad en si
misma. Para intentar controlar estas variables y para estudiar otras facetas
de la osteomielitis—como etiologia, patogenia, diagndstico, técnicas

quirurgicas, etc.—se han creado gran cantidad de modelos

animales17.18,147,148_

La historia de los modelos experimentales de osteomielitis
comienza con Rodet2!? a finales del siglo pasado, utilizando el conejo, al
que inoculd S. aureus por via iv; este autor consiguié producir abscesos
6seos, pero no pudo reproducir la enfermedad, pues los animales morian
rapidamente por sepsis. Pocos afios mas tarde, Lexer229, en 1894, vueive a
intentarlo utilizando pequefias cantidades de bacterias atenuadas. Asi logré
la supervivencia de los animales y, en consecuencia, el desarrollo de
alteraciones en el hueso, pero sin alcanzar una infeccion progresiva. Mas
tarde, Starr22! en 1922, Haldeman222 en 1934 y Thompson y Dubos?23 en
1938, mediante la administracién de S. aureus por via iv en conejos, o de

forma local en el hueso, consiguieron obtener iesiones supurativas en el



lugar de la inoculacién o en el punto donde la bacteria se localizé tras su
inyeccion, pero no lograron desarrollar 1a enfermedad. En 1941, Scheman y
cols.130, en estudios similares a los anteriores, consiguieron la produccion
de osteomielitis en los conejos que sobrevivieron mas de dos semanas,
cuando administraron S. aureus directamente en el hueso pero asociado,
por primera vez, a una substancia esclerosante (*sodium morrhuate™), con
el fin de crear una trombosis vascular y una necrosis aséptica secundaria;
esta substancia es una sal sédica de dcidos grasos saturados e insaturados
de aceite de higado de bacalao, comercializada actualmente con el nombre
de Scleromate® (Palisades Pharmaceuticals, Inc.), y utilizada en clinica
como agente trombosante para el tratamiento de varices y hemorroides.
Cuando usaron la via iv, la mayoria de ios animales murieron en pocos
dias, demostrandose posteriormente la existencia de abscesos en higado,
rifiones y bazo, pero sdlo ocasionalmente en el hueso. El desarrollo
definitivo de un modelo experimental de osteomielitis se alcanzé con las
experiencias de Norden y Kennedy iniciadas en 1970149, estos autores se
basaron en los estudios previos de Scheman y cols., logrando un “modelo
de osteomielitis cronica, cuyas manifestaciones patoldgicas y radioldgicas
son similares a la de la enfermedad en humanos™4°. En estos trabajos nos
basamos nosotros para desarrollar el nuestro, con las modificaciones que

posteriormente introdujeron Zak y cols.!5! en 1982.

5.1.2.- MODELOS EXPERIMENTALES EN CONEJOS

El modelo de Norden y Kennedyl4® fue realizado en conejos
blancos “Nueva Zelanda”. Insertaron una aguja percutdneamente en la cara

lateral de la metafisis tibial hasta alcanzar la cavidad medular, tras afeitar la



pata del animal y limpiarla externamente con alcohol; a su través
inyectaron una substancia esclerosante (“sodium morrhuate” al 5%)
seguida de una suspension bacteriana, y a continuacion suero salino estéril
para asegurar la entrada de los in6culos previos. El microorganismo
utilizado fue una cepa de §. aureus aislado de un paciente con infeccion
4sea, y el inéculo caiculado fue de 3x10° ufc. Entre 60 y 180 dias tras la
produccién de la enfermedad, procedieron al sacrificio de los animales
supervivientes (70%). Hicieron estudios histopatologicos en los que
demostraron lesiones evidentes de osteomielitis con presencia de trayectos
fistulosos y exudado purulento en el 89% de los casos. Desde el punto de
vista microbiolégico, recuperaron el microorganismo en el 91% de los
conejos estudiados; la muestra se obtenia, tras la diseccion de la tibia y
seccion de su porcion distal, inyectando proximalmente 1 ml. de tampdn
fosfato estéril; con el material obtenido distaimente se realizaban diluciones
seriadas y siembras en placas de Petri. Hicieron hemocultivos,
determinando que la frecuencia de bacteriemia disminuia conforme se
distanciaban de la inoculacion (86% entre 5 minutos y 6 horas; 14% a las
24 horas). También realizaron valoraciones radioldgicas, observando la
aparicion de signos de osteomielitis entre los dias 14 y 21, con abscesos de
partes blandas, elevacion y solucion de continuidad de la linea peridstica,
desestructuracion dsea y depdsito de hueso nuevo; estos cambios fueron
mucho més marcados, con destruccion progresiva y secuestros, a los 40 y
180 dias después de la inoculacion. Tras el sacrificio, se observaron
secuestros en el 76% de los animales.

Con el fin de establecer una relacidn dosis/efecto, diferentes
grupos de animales recibieron inéculos distintos, obteniendo cultivos éseos

positivos a los 14 dias en el 100% de aquellos que habian recibido 10% o



106 ufc; en los que fueron inoculados con 102 ufc, tan sélo se recuper6 el
microorganismo en un 71%.

En algunos animales, sdlo se inyectd S. aureus o el “morrhuate”,
sin que se obtuviera evidencia clinica o radioldgica de osteomielitis en
ningdn caso; los cultivos 6seos a los 14 y 60 dias de la inyeccion fueron
estériles. Asi se determiné que no bastaba la inoculacién bacteriana para
producir la enfermedad, siendo precisa la administracién local simultianea
de un agente esclerosante productor de trombosis vascular.

El mismo procedimiento emplearon con otra cepa de S. aureus
(209 P) con la que consiguieron una frecuencia similar de bacteriemias,
pero no lograron desarrollar la enfermedad. También utilizaron Proreus
mirabilis (107 ufc), produciendo osteomielitis, aunque con una frecuencia
menor que con S. aureus (56% a los 14 dias y 17% a los dos meses). Los
motivos para el fracaso con la cepa 209 P y para los peores resultados
obtenidos con el bacilo Gram negativo no fueron esclarecidos. Adn hoy
permanece sin respuesta la pregunta de porqué el Staphylococcus aureus es

el agente mds ampliamente recuperado en osteomielitis humana.

En 1973, Andriole y cols.16! describieron un modelo basado en
el anterior pero con algunas modificaciones. El microorganismo (S. aureus)
se introducia en la cavidad medular de conejos blancos “Nueva Zelanda™ a
través de una aguja insertada en un agujero previamente realizado con un
microtaladro. En una serie de animales insertaron una aguja de acero en el
canal medular, y en otra, ademds de ésto, provocaron una fractura del tercio
medio de la tibia. La osteomielitis se documentd microbiolégicamente en el
96% de la primera serie y en el 77% de la segunda; desde el punto de vista
histopatolégico, los resultados fueron del 88% y 77% respectivamente. En

los animales inoculados sin ninguna otra manipulacion, no se logrd el
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desarrollo de la enfermedad. lLa importancia de la fractura puede
seguramente descartarse a partir de estos resultados, dado que con la aguja
sola se obtuvieron mejores resuttados que con la fractura afiadida. Sin
embargo, la importancia de este modelo radica en la demostracién de que,
en ausencia de agente esclerosante, el implante metalico favorece la
aparicion de osteomielitis, tal vez porque provoque una disminucién de la
circulacion sanguinea y una progresiva necrosis, que ademés protegeria al
microorganismo de los mecanismos de defensa, sin olvidar su papel

favorecedor de la adherencia bacteriana.

El primer modelo experimental con P. aeruginosa fue descrito
por Van Windergen y cols.!% en 1974. Posteriormente, en 1980, Norden y
Keleti!2> |o establecieron definitivamente. El método empleado fue
idéntico al ya comentado!4?, Se utilizaron inéculos de 100 y 2x107 ufc,
respectivamente, en conejos blancos. La osteomielitis se documentd
radioldgica y microbiologicamente, recuperandose el microrganismo en el
90% de los animales. I.o que mas llamé la atencion de los autores fue que
la infeccién resulté ser mas leve y menos destructiva que con S. aureus,
extendiéndose fuera del hueso sélo excepcionalmente; la formacion de
hueso nuevo también resulté ser menos llamativa.

En 1986, Mader y Wilson!48 reprodujeron el trabajo de Norden
con algunas diferencias. En una primera fase inyectaron soélo el
“morrhuate”, para, dos dias mas tarde, repetir la operacién afiadiendo la
suspension con P. aeruginosa. Ademas, emplearon un inéculo més elevado
(3x 108 ufc). Asi lograron una mds facil reproduccién y un desarrollo mas

progresivo del modelo.
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En los dltimos afios, se han desarrollado modelos con conejos
empleando otros microorganismos, aisladamente o en infeccion mixta. En
1990, Mayberry-Carson y cols.168 provocaron osteomielitis en conejos con
S. epidermidis y B. thetaiotaomicron, sin utilizar ninguna substancia
esclerosante sino la colocacion de un catéter a modo de cuerpo extraiio.

Posteriormente, Johansson y cols.%¢ utilizaron una esponja de
polivinilo para rellenar el agujero previamente taladrado en la tibia del
conejo. Este proceso lo realizaron en ambas tibias de las patas traseras de
cada animal, inoculando B. fragilis (107 ufc) tan sélo en una de ellas; sin
embargo, el microorganismo se recuperé posteriormente en ambas
extremidades, lo cual sugiere diseminacién hematdgena y posterior
anidacion de la bacteria en la tibia dafiada pero sin inoculacién bacteriana.
Este modelo reproduce ia osteomielitis hematégena que asienta sobre un
territorio predispuesto, a partir de otro foco séptico. Un experimento similar
habia realizado anteriormente Guerrero?5 en un modelo realizado con
conejos y a los que inoculd E. coli. En 12 animales, provoco la infeccidn en
una pata trasera, y en la otra introdujo tan sélo el agente esclerosante
(“morrhuate™). Posteriormente, comprobd la produccion de osteomielitis
con recuperacion del microorganismo en el 64% de las patas a las que no
les habia realizado inoculacion bacteriana alguna.

Lambe y cols.6! en 1991 colocaron un catéter en la cavidad
medular de la tibia del animal, y a su través inocularon §. epidermidis y/o
B. fragilis. Lograron la produccidn de osteomielitis en el 100% de los casos
de infeccién mixta, pero solo en el 40% cuando utilizaron S. epidermidis
aisladamente. Con B. fragilis también obtuvieron un 100% de resultados
positivos. Con estudios de microscopia electronica, demostraron que, en los
casos de infecciéon por ambos microorganismos, S. epidermidis era la

bacteria predominante en el catéter, y B. fragilis o era sin embargo en el
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hueso infectado. Estos resultados corroboran los hallazgos clinicos que
comprueban la asociacion del estafilococo a biomateriales e implantes28.46,
Por otro lado, estin a favor de que la infeccién polimicrobiana juega un
papel importante como factor implicado en la génesis de la osteomielitis®3.
Mayberry-Carson y cols.%2 en 1992 reprodujeron su modelo
descrito previamente, utilizando S. epidermidis y B. thetaiotaomicron de
nuevo, pero comparando dos grupos de conejos, con y sin introduccién de
un cuerpo extrafio. En el primer grupo, los cultivos fueron positivos en el
97% de los casos, comprobiandose la producciéon de osteomielitis con
técnicas radioldgicas e histopatologicas en un 83% de los animales. Sin
embargo, en el segundo grupo tan sélo se comprobé la enfermedad en un
58%, con negatividad de todos los cultivos realizados. Asi pues, se
comprueba que, en ausencia de un agente esclerosante, es precisa la
colocaciéon de un cuerpo extrafio para provocar osteomielitis
experimentalmente, exiremo éste ya demostrado hace dos décadas por

Andriole y cols.16!

A pesar de haber sido los animales mas utilizados en los
modelos experimentales de infeccion 6sea, los conejos presentan una
limitacién importante, debida a su sensibilidad a los efectos téxicos de 1os
antibidticos, sobre todo cuando éstos se emplean a altas dosis o durante
tiempo prolongado, ocasionando una importante mortalidad secundaria
mediada por diarreas inespecificas o colitis pseudomembranosa?24. Por este
motivo, Zak y cols.151 utilizaron la rata en 1982 como animal de ensayo

para el estudio de ia osteomielitis.

-103-



5.1.3.- MODELOS EXPERIMENTALES EN RATAS

Zak y cols!51 se basaron en el método de Norden y Kennedy!49,
pero empleando ratas “Wistar”. Tras rasurar la tibia de la pata trasera
izquierda del animal, la taladraron en su parte proximal, hasta la cavidad
medular, con un “drill” de dentista. Inocularon 0’05 ml. de “sodium
morrhuate™ al 5%, seguido de la misma cantidad de una suspensién de S.
aureus. Obturaron el agujero con cemento dental y cerraron la herida. Se
desarrollé osteomielitis a los 14 dias de la induccién de la infeccion, con
sus caracteres histolégicos de supuracion crénica, microabscesos, y
fragmentos de hueso necrosado, rodeados de una infiltracién de neutréfilos.
A los 30, 60 y 120 dias tras la inoculacién, se comprobd la produccién de
una osteomielitis cronica similar a la humana postraumadtica, con areas de
microabscesos, formacion de hueso reactivo, secuestros y un infiltrado
inflamatorio crénico con macréfagos.

El modelo resulté facil de manejar y econémico; las lesiones
histoldgicas fueron similares a las encontradas en el ser humano. La rata
manifiesta menos efectos secundarios con los antibiticos en altas dosis y
por periodos de tiempo prolongados. La tibia de la rata es facil de disecar y

de pulverizar, favoreciendo los estudios.

En 1985, Rissing y cols.16? describieron otro modelo en ratas
“Sprague Dawley”, con S§. aureus. Utilizaron el método de Zak!5!
comparandolo con el de Norden!#?, pero en la rata. Comprobaron que la
técnica que emplea la aguja percutinea no sélo era més dificultosa, sino,

ademas, de menor eficacia.
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En 1989, nosotros describimos el primer modelo experimental
en la rata por agentes Gram negativos!?. Posteriormente, Nelson!30 publico
un estudio muy similar, con la diferencia de que no utiliz6 substancia
esclerosante alguna ni obturé el taladro éseo, intentando evitar cuerpos
extrafios u otros factores ajenos a la propia inoculacion. Logré el desarrollo
de la infeccién, pero, en nuestra opinién, este trabajo no tiene en cuenta que
la accién del taladro actia como una quemadura fisica, provocando la
aparicion de restos necrdticos de forma inevitable. En cualquier caso, y
como ahora comentaremos, nosotros consideramos que el agente
esclerosante garantiza el desarrollo de la osteomielitis y su uso es

aconsejable.

Recientemente, Spagnolo y cols.225 han utilizado “fibrin glue”
{fibrina humana liofilizada), en lugar de un agente escierosante o un cuerpo
extrafio, provocando osteomielitis por S. aureus, con demostracion
radiolégica, histopatolégica y microbiolégica. Esta substancia es un
material biocompatible que no causa trombosis vascular como los agentes
esclerosantes, ni actia a modo de material inerte que favorezca la
adherencia del microorganismo como los cuerpos extrafios2?6!, dado que
se reabsorbe en pocos dias. Los autores consideran que constituye un
excelente medio de cultivo, favoreciendo el crecimiento bacteriano en su
seno, pero al mismo tiempo provoca un atrapamiento del microorganismo,
previniendo la aparicidn de sepsis, y disminuyendo asi la mortalidad de los

animales.
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5.1.4.- MODELO EXPERIMENTAL DE
OSTEOMIELITIS EN RATAS “WISTAR” POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

El poseer en nuestras hospitalizacionse un alto porcentaje de
osteomielitis en pie del diabético, tdlceras por presién y osteomielitis
postraumaticas y postquirdrgicas, de cardcter crénico, con un considerable
incremento de aislamientos de bacilos Gram negativos, fue lo que nos
motivé a la creacién de un modelo experimental en ratas “Wistar”,
seguimos las técnicas ya referidas de Scheman y cols.!30, Norden y
Kennedy!49 y Zak y cols.15! Elegimos la rata atendiendo a las ventajas ya
conocidas previamente de su economia, manejabilidad, resistencia a
tratamientos prolongados y con altas dosis de antimicrobianos, y semejanza
de las lesiones con la osteomielitis cronica postraumadtica, circunstancias
demostradas en ia experiencia de Zak y cols.!5! en 1982.

Aunque intentamos llegar a la cavidad medular con una aguja
percutinea, encontramos grandes dificultades para conseguir su
enclavamiento, por lo que finalmente optamos por el empleo de un
microtaladro para acceder a dicha cavidad. En el canal asi creado,
insertamos una aguja por la que inoculamos el agente esclerosante, el
microorganismo y la solucién salina estéril, que nos aseguraba la entrada de
los anteriores elementos.

Dificultades para conseguir el *morrhuate” nos hicieron optar
por otros agentes que fueran capaces de provocar lesiones similares; tras su
comprobacion histopatoldgica, nos inclinamos por una solucién de sulfato
de bario estéril. Las lesiones provocadas por el taladro y por e! sulfato de
bario, aisladamente y en combinacién, eran de esclerosis medular

localizada y destruccién trabecular. Ni activacion osteoblastica hacia la
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formacion de involucro, ni infiltraciéon por polimorfonucleares, como
respuesta al agente inoculado, fueron posibles de describir, con caracter
llamativo, en los estudios histopatoldgicos que realizamos en dos lotes de 8
ratas, con sacrificios a las 24 horas, 3, 7 y 14 dias.

El inoculo de P. aeruginosa estaba constituido por 108 ufc, y se
obtuvo de un aislado clinico de osteomielitis. Una vez realizada la
inoculacion, retiramos la aguja y cerramos la cavidad con cera estéril.

Alos 7, 14, 28 y 56 dias de 1a manipulacion, llevamos a cabo los
sacrificios. La mortalidad previa al mismo fue del 20%. Las causas de las
muertes se atribuyeron a excesos en la anestesia y probablemente a sepsis,
aunque no lo pudimos demostrar, pues los animales que murieron lo
hicieron en los dos dias posteriores a la inoculacién.

En el estudio macroscopico, la lesiéon se hizo evidente a los 14
dias, con osteolisis y deformacion Osea, que en microscopia coincidia con
necrosis destructiva supurada. En el primer sacrificio a los 7 dias no se
demostro lesidn, ni en macroscopia ni en microscopia. Las [esiones a los 28
dias eran similares a las de los 14 dias, salvo que empezaron a apreciarse
secuestros dseos. A los 56 dias existia un predominio de tejido de
granulacion y esclerosis.

La recuperacion del microorganismo se produjo en todos los
animales, con un incremento significativo en el nimero de unidades
formadoras de colonias por gramo de hueso, indicativo, junto con los
hallazgos histopatolégicos, de una progresion de la enfermedad conforme
el tiempo pasaba.

Consideramos por tanto que a partir del dia 14 la osteomielitis
estaba desarrollada, por lo que en ese momento podiamos realizar ensayos

terapéuticos.
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5.1.5.- MODELQS EXPERIMENTALES CON OTROS
ANIMALES

Esta revision sobre modelos experimentales de osteomielitis no
estaria completa, si no presentiramos unos breves apuntes acerca de la

utilizacion de otros animaies diferentes del conejo o la rata.

El perro fue utilizado por Deysine y cols.!52 en 1976. Para ello,
introdujeron en la arteria nutricia tibial sulfato de bario al 20% y una
solucién de S. aureus. El estudio radioldgico demostré la presencia de
pérdida de hueso en la cortical, seguida de una progresiva neoformacion
Osea periostal. Histopatologicamente se hallé necrosis y neoformacion
Osea, y en el cultivo se recuperé el microorganismo.

Fitzgerald!53 en 1983, consiguié una osteomielitis progresiva
demostrada radioldgica, histopatoldgica y microbioldgicamente, mediante
la inoculacion de una suspension de S. aureus en una zona de la metifisis
tibial en la que se habia extirpado previamente un drea de hueso y que
posteriormente se rellenaba con un cemento de polimetilmetacrilato.

Ambos modelos corresponden a osteomielitis subagudas. Los
modelos en perros permiten el ensayo de muiltiples procedimientos
quirdrgicos, debido a su tamafio. Ademds son resistentes a los efectos
toxicos de los antibidticos. Sin embargo tienen el problema de su elevado

coste, y la dificultad de obtener los animales en grupos homogéneos.
En 1983, Emslie y Nade154 crearon un modelo de osteomielitis

aguda hematégena en pollos, mediante la administracion de S. aureus por

via iv, fiel reflejo de la que se observa en el ser humano. Demostraron la
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presencia de la bacteria en los vasos del cartilago de crecimiento a las 24
horas de la inoculacién, y abscesos y secuestros a los 2 y 8 dias

respectivamente.

Passl y cols.155 elaboraron un modelo de osteomielitis en
cobayas. Inocularon S. aureus o E. coli en el fémur, en el lugar donde
previamente habian realizado una fractura y colocado un alambre de acero
inoxidable, obteniendo mejores resuitados con el primero de los dos

microorganismos ensayados.

Finaimente, Wannfors y Hammarstrom!5 implantaron raices
dentales, infectadas por flora propia oral, a monos “Macaca Fascicularis”,
obteniendo cambios inflamatorios en la mandibula manipulada similares a
los que se observan en la osteomielitis, pero sin lograr crecimiento alguno
en los cultivos bacterianos. Sélo obtuvieron microorganismos de las

propias raices previamente implantadas, pero no del hueso mandibular.

5.1.6.- TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO EN
MODELQOS EXPERIMENTALES

Para finalizar con este apartado de la discusién, y a modo de, en
cierta forma, introduccién para el siguiente, comentaremos brevemente los
tratamientos mas utilizados en los modelos experimentales de osteomielitis.

El microorganismo frente al cual mas se ha ensayado ha sido,
sin lugar a dudas, el Staphylococcus aureus, tanto en monoterapia (Tabla

5.1.1) como con la combinacién de diferentes antibacterianos (Tabla 5.1.11).
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Los mejores resultados se obtuvieron cuando se iniciaba la
administracion del antimicrobiano inmediatamente tras la induccién de la
infeccién. Sin embargo, ésto no es correcto, dado que aiin no se ha
desarrollado la enfermedad en su forma crénica. Para considerar vilidos los
ensayos, el tratamiento debe iniciarse al menos 14 dias tras la inoculacion.

Tanto en monoterapia como con tratamientos combinados, han
dado mejor resultado las pautas largas (28 dias) que las cortas (14
dias)151.163226 Asimismo se ha comprobado que habitualmente las

asociaciones de antimicrobianos han sido superiores a los tratamientos por

un 5010 agen te26,85,86, 1 06, 151 . 1 64,227.

Frente a Pseudomonas aeruginosa los ensayos terapéuticos son
mucho menos numerosos (Tabla 5.1.11I), lo cual es i6gico, al ser mucho
menor €l nuimero de modelos desarrollados. También aqui se ha
comprobado la mayor eficacia de la combinacion de antimicrobianos frente
a los tratamientos Unicos!25.166, asi como de las pautas largas frente a las
cortas87.88.125.166  aunque nosotros obtuvimos resultados aceptables con
algin tratamiento de tan solo 10 dias80. Hasta nuestro trabajo, no se ha
realizado ningin modelo experimental de osteomielitis por Pseudomonas

aeruginosa empleando fosfomicina como agente terapéutico.
Con otros microorganismos, se han ensayado fosfomicina2s y

cefotaximal5’ frente a E. coli, ciprofloxacinolo® frente a S. epidermidis y B.

thetaiotaomicron en infeccién mixta, y metronidazol28 frente a B. fragilis.
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ANTIMICROBIANO AUTORES ANO(CITA)
[ Cefalotina Norden y Kennedy 1971 (162)
Norden 1975 (106)
Mader y Wilson 1983 (229)
... Lincomicina _NordenyKemnedy 1971 (162)
Cefaloridina Norden y Dickens 1973 (163)
"""" leamplcma - Norden 1975 (106)
Zak y cols. 1982 (151)
Henry y cols. 1985 (86)
Luu y cols. 1987 (226)
Henry y cols. 1987 (85)
" Gentamicina Norden 1975 (106)
" Sisomicina " Norden 1975 (“] 06)” o
Norden 1978 (164)
T Oxacilina Norden 1978 (164)
Rissing y cols. 1985 (169)
...................... G S ycois T
Cefamandol Mader y Wilson 1983 (228)
" Fosfomicina Olay y cols. 1983 26)
Cefazolina Olay y cols. 1983 (26)
Mader 1989 (230)
-mCiproﬂoxacino Mﬁenry y cols. 1985 (86) |
Henry y cols. 1987 (85)
"""""""""" Vancomicina ~ Henryy cols. 1985(86)
Luu y cols. 1987 (226)
Henry y cols. 1987 (85)
Ceftriaxona Rissing y cols. 1985 (169)
~ Clindamicina Norden y cols. 1986 (225)“""”-”"
hAader 1989(229)
‘W)Kmpici]ina-Sulbactam Norden y BBH%E;MMWMM%“(??SMWM

Tabla 5.1.1: Antimicrobianos utilizados en osteomielitis experimental

por S. aureus (Monoterapia).
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ANTIMICROBIANOS AUTORES ANO(CITA)

Rifampicina/Gentamicina Norden 1975 (106)

" Rifampicina/Sisomicina ~ Norden 1975 (106)
Rifampicina/Cefalotina Norden 1975 (106)w

leanulpulc{naul/S”lwsomlm na/Cefalotina Nor’c'igr'i 197”5(]06)
Oxacumajs;somlcma ...... T ] 978(]64) .......
Ri.i';;t-l"[;iciné'/'Cloxacilina Zak'y cols ------- 1982(151) """"
......... F osfomicinafCefazolinz"t Olay y cols. 1983 (26)

Rifampicina/Ciprofloxacino Henry y cols. 1 985 (86)

Henry y cols. 1987 (85)

Rifampicina/Vancomicina Henry y cols. 1985 (§6)

Luu y cols. 1987 (226)

Henry y cols. 1987 (85)

Tabla 5.1.I1: Antimicrobianos utilizados en osteomielitis experimental

por S. aureus (Tratamiento combinado).
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ANTIMICROBIANOS AUTORES ANO(CITA)
Carbenicilina Van Windergen y cols. 1974 (166) |
Norden y Keleti 1980 (125)
"""""""""""" Sisomicina Van Wiﬁdergéﬁ y cols. 1974 (166)
Norden y Keleti 1980 (125)
Carbenicilina/Sisomicina Van Windergen y cols. 1974 (166)
Norden y Keleti 1980 (125)
) Ciprofloxacino Norden y Shinners 1985 (88)
----------- i‘obfémicina Norden y Shinners 1985 (88)
"~ Ofloxacino " Norden y Niederriter 1987 (87)
Aztreonam Norden y Budinsky 1988"(23 1)
Imipenem Herranz y cols. 1989 (80)
o CefE;;idima Gomis ygis. 1990 (1663”/”4”
Nelson y cols. 1990 (130)
[ Céﬁazidimaﬂ“ obran;i::ina --------------- Nelson y cols. 1990 (130)
Plperacﬂma Gomis y cols. 1991 (159)

Tabla 5.1.1II: Antimicrobianos utilizados en osteomielitis experimental

por Pseudomonas aeruginosa.
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5.2.- OSTEOMIELITIS EXPERIMENTAL. TRATA-
MIENTO CON FOSFOMICINA

5.2.1.- TRATAMIENTO CON FOSFOMICINA EN
MODELOS EXPERIMENTALES

Como ya se ha comentado, son escasisimos los modelos
experimentales de osteomielitis que han utilizado fosfomicina como agente
terapéutico, y, hasta nuestro trabajo, no se ha ensayado frente a

Pseudomonas aeruginosa.

En 1983, Olay y cols.2¢ desarrollaron un modelo de osteomielitis
en conejos blancos “Nueva Zelanda”, empleando el método de Norden y
Kennedy!49, Para ello, inocularon en la cavidad intramedular de la
metéfisis tibial de 40 conejos, una suspension de §. aureus (2°5x107 ufc)
obtenido de un aislamiento clinico de osteomielitis, tras haber inyectado
“morrhuate” como agente esclerosante. A los 14 dias de haber provocado la
infeccién, y tras comprobar la existencia de cambios radioldgicos,
dividieron a los animales supervivientes (32) en cuatro grupos: control,
tratamiento con cefazolina, tratamiento con fosfomicina y tratamiento
combinado. Previamente habian comprobado la accion sinérgica “in vitro”
de ambos antimicrobianos. El tratamiento se mantuvo durante 28 dias y los
animales fueron sacrificados 4 semanas después de su finalizacion.
Realizaron estudios radioldgicos, histopatoldgicos y microbioldgicos. Los
resultados demostraron que la combinacién de fosfomicina y cefazolina fue
superior a cada antimicrobiano por separado, tanto desde el punto de vista

histopatolégico (45% de secuestros con la combinacién, frente a 75% con
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fosfomicina y 86% con cefazolina) como desde el microbioldgico (una
esterilizacion con cada antimicrobiano y 4 con la combinacién; la media de
ufc./g. de hueso fue significativamente mas baja con ambos
antimicrobianos que con fosfomicina; comparando con cefazolina, también
hubo menor crecimiento bacteriano con la combinacion, pero sin
significacion estadistica). La CMI frente al microorganismo, se mantuvo al
final del tratamiento igual que previamente al mismo (fosfomicina: 8

mcg./ml.; cefazolina: 1 mcg./ml.).

Guerrero?3 en 1987 utilizé el mismo método, pero en lugar de S.
aureus, inoculdé 100 ufc de E. coli, igualmente obtenido de un enfermo con
osteomielitis. 24 animales fueron divididos en dos grupos: a 12 de ellos les
provocd la infeccién en una pata trasera; a los otros 12, ademas, les inoculé
el “morrhuate”, sin suspension bacteriana, en la otra pata. Realizé estudios
clinicos, radiolégicos y gammagréficos para observar la evolucién. A los
14 dias de la inoculacién, inicié el tratamiento con fosfomicina, en
monoterapia, a los animales a los que sé6lo se les habia manipulado una
pata, manteniéndolo durante 4 semanas. Tras el sacrificio, se obtuvieron
cultivos positivos en 2 de los 12 conejos tratados (17%). En los conejos no
tratados, se recuperd el microorganismo en el 71% de las tibias estudiadas
(17 de 24); en el 64% de las tibias en las que s6lo se inoculé el agente
esclerosante, el cultivo fue positivo, confirmando la existencia de una
bacteriemia con anidacién de la bacteria en el territorio predispuesto por la

manipulacion.
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5.2.2.- MODELO EXPERIMENTAL DE
OSTEOMIELITIS POR P. AERUGINOSA:
TRATAMIENTO CON FOSFOMICINA

Para nuestro trabajo, utilizamos un lote homogéneo de 40 ratas
“Wistar”, adultas, hembras, a las cuales, siguiendo el método de Zak y
cols.}5t, provocamos la infeccion con una cepa de Pseudomonas
aeruginosa obtenida de un aislamiento clinico de osteomielitis; la CMI de
fosfomicina era de 8 mcg./ml. Tras el inéculo, 6 animales murieron, todos
en las primeras 48 horas. No se realizé estudio necrépsico, por lo que la
causa de las muertes no pudieron determinarse con exactitud; se
atribuyeron a efectos de la anestesia, o a sepsis, particularmente en 4 ratas
que murieron pasadas las primeras 24 horas.

Disponiamos ya de una amplia experiencia con este
modelo1980.157.160 " habiendo comprobado en todos nuestros estudios que
obteniamos un 100% de cultivos positivos en los animales no tratados. Sin
embargo, establecimos un grupo control sin tratamiento, para asegurar la
validez de los resultados. También se establecieron dos grupos de animales
a los que se traté con fosfomicina, diferenciandose tan sélo en el nimero de
dias durante los cuales iban a ser tratados. Para calcular la dosis del
antibiético, se utilizé el concepto, aportado por Freireich y cols.213, de
ajustarla en funcion de la superficie corporal y no sélo del peso.

Se realizé estudio microbiolégico en 8 animales de cada grupo
de tratamiento, constituidos por 12 ratas cada uno. En los animales tratados
durante 14 dias obtuvimos esterilizacién del hueso en un 50%, cifra que se
elevo hasta el 75% cuando el periodo terapéutico fue de 28 dias. Para
comparar el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de

hueso en relacion con el grupo control, aplicamos dos métodos estadisticos
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diferentes. La prueba de la t de Student es probablemente la mas empleada
para muestras pequeiias, y por este motivo consideramos conveniente su
utilizacién. Sin embargo, la alta dispersion existente en los grupos de
tratamiento, l6gicamente debida a las esterilizaciones, nos creaba la duda
de la validez de este método. Por este motivo, quisimos corroborar los
resultados mediante pruebas no paramétricas, necesarias cuando las
muestras no siguen una distribucién “normal” o de Gauss y son menores de
30 individuos?1l. Estas pruebas manejan rangos, no valores cuantitativos,
por lo que son de menor precision, pero, precisamente por ello, es por lo
que son mucho mas exigentes, demostrando como significativas diferencias
mayores2!1, En cualquier caso, obtuvimos unas probabilidades de que las
diferencias fueran debidas al azar muy bajas, con cualquiera de los dos
sistemas empleados (para el grupo de 14 dias de tratamiento, p = 0’0026
con la t de Student y p = 0’0019 con la U de Mann-Whitney; para el grupo
de 28 dias, p = 0°0025 y p = 0’0019 respectivamente). Las diferencias
encontradas entre ambos grupos de tratamiento no fueron significativas,

Los resultados histopatologicos se correspondieron fielmente
con los datos obtenidos en el estudio microbioldgico. Asi, mientras en ios
animales no tratados el 100% presentaban “nidus™ osteomieliticos, esta
cifra descendia al 50% en las ratas tratadas durante 14 dias, observandose
tan s6lo un “nidus” en fase de regresion en uno de los animales que fueron
tratados durante 28 dias, sin lesiones osteomieliticas en el resto de las
tibias.

Asi pues, fosfomicina demostré una clara utilidad en nuestro
modeto experimental para el tratamiento de la infeccién Osea por P.
aeruginosa. Comparando nuestros resultados con los obtenidos por otros
autores con fosfomicina frente a §. aureus en modelos experimentales,

podemos afirmar que superamos ampliamente los de Olay y cols.2¢ cuando
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utilizaron monoterapia, y con respecto al trabajo de Guerrero?, hemos

obtenido unos resultados bastante similares.

Otros autores emplearon diferentes antimicrobianos para tratar la
osteomielitis experimental por P. aeruginosa en conejos. Van Windergen y
cols.100 en 1974, la trataron con sisomicina y carbenicilina solas y en
combinacion. Los resultados obtenidos con cada uno de ellos por separado
fueron bastante desalentadores, al igual que la combinacién durante sélo 14
dias. Sin embargo, con ambos farmacos combinados durante 4 semanas,
lograron un 95% de esterilizaciones. La unica pega que se puede poner a
estos trabajos es que el tratamiento lo iniciaron a los 10 dias de provocar la
infeccién, momento en el cual no esta claro que ya se haya desarrollado la
enfermedad.

Norden y Keletil2> en 1980, utilizaron los mismos
antibacterianos, obteniendo resultados tan soélo aceptables con la
combinacion (14 dias: 40% de esterilizaciones; 28 dias: 70%) y muy malos
con cada uno de ellos aisladamente (carbenicilina: 5% de esterilizaciones,
sisomicina: 14%). Esto se atribuy6 a la gran cantidad de iones de calcio y
de magnesio presentes en el hueso, a la baja tension de oxigeno en el
territorio infectado y/o a la disminucion del pH en dicho territorio,
circunstancias éstas que disminuyen la accién de los aminoglucésidos!1.1i1,
Ademds, las concentraciones de carbenicilina en el hueso alcanzaron bajos
niveles.

En 1985, Norden y Shinners®® volvieron a comprobar la
ineficacia de los aminoglucésidos en la osteomielitis experimental,
obteniendo tan solo un 5% de esterilizaciones con tobramicina durante 28

dias de tratamiento, mientras que con ciprofloxacino lograron un 94%.
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Posteriormente, en 1987, Norden y Niederriter8” ensayaron otra
quinolona fluorada, ofloxacino, logrando un 94% de esterilizaciones tras 28
dias de tratamiento; con 14 dias, el resultado fue de un 11% de cultivos
positivos.

En 1988, Norden y Budinsky?3! utilizaron aztreonam, sin
conseguir ninguna esterilizacion en los conejos tratados. Este fracaso lo
atribuyeron a los bajos niveles de antimicrobiano en el hueso infectado.

En los dltimos afios se han desarrollado algunos modelos de
osteomielitis por P. aeruginosa en ratas. Nelson y cols130 en 1990,
fracasaron con ceftazidima y ésta combinada con tobramicina, no
obteniendo ninguna esterilizacion ni diferencias significativas en los
cultivos de los animales tratados cuando se compararon con el grupo
control.

Nosotros ensayamos imipenem®® durante 10 dias, y, aunque no
logramos esterilizaciones mas que en el 9% de los animales tratados, los
cultivos fueron significativamente mas bajos que en el grupo control. Con
ceftazidimal®0 conseguimos un 57% de esterilizaciones tras 28 dias de
tratamiento y con piperacilina!®® una disminucién significativa de los
cultivos obtenidos de los animales tratados durante 28 dias, con
normalizacién de los estudios histopatolégicos.

A la vista de estos datos, consideramos que fosfomicina se ha
mostrado superior o equivalente, en la osteomielitis experimental por P.
aeruginosa, a otros antimicrobianos clasicamente considerados como
antipseudoménicos, con mucha mayor eficacia que los aminoglucésidos y

solo discretamente inferior a las modernas quinolonas fluoradas.

En nuestro trabajo, aunque logramos mas esterilizaciones con 28

dias de tratamiento que con 14, las diferencias al comparar la media de
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ufc./g. de hueso no resultaron significativas. Es ésta una cuestién que atn
estd pendiente de aclaracién. ;Basta con 14 dias de tratamiento, o son
necesarias un minimo de 4 semanas para tratar eficazmente la
osteomielitis? La mayoria de los trabajos experimentales demuestran la
superioridad de los tratamientos “largos”, tanto frente a S aureus192,163.226_
como con Pseudomonas®788.166.232_ Sin embargo, los tratamientos “cortos”
se han mostrado eficaces en algunos modelos80.160,162227  Ta] vez, a la
vista de nuestros resultados, sea necesario ampliar los estudios para
determinar si, en el caso concreto de fosfomicina, son equivalentes 14 y 28

dias de tratamiento.

A partir de los datos obtenidos en nuestro modelo tratado con
fosfomicina, consideramos que éstos alientan al uso de este antimicrobiano
para el tratamiento de la osteomielitis por P. aeruginosa. Pero, al hacer este
planteamiento, surge inmediatamente una cuestién: el problema de la
resistencia “natural” de P. aeruginosa a fosfomicina. Evidentemente, este
antibidtico no es un farmaco de primera eleccion como antipseudomonico,
pero también es cierto que no estd desprovisto de accién frente a este
microorganismo. Ademds, su escaso uso puede incluso ser una ventaja
respecto a otros antimicrobianos por el escaso desarrollo de resistencias.
Asi, Rodriguez Creixems!4 publicé en 1992 un estudio multicéntrico en el
que se demuestra una importante disminucion de la sensibilidad de S.
aureus a muchos antimicrobianos entre 1986 y 1990 (oxacilina presento
una disminucion del 98°5% al 88’8%; cefalotina, del 100% al 88°8%;
cefazolina, del 99°4% al 88°3%; cefotaxima, del 98'9% al 86’4%:;
ceftazidima, del 79°8% al 39'3%; tobramicina, del 95’3% al 84’9%:
eritromicina, del 92°8% al 75’7%:; clindamicina, del 98’4% al 84°4%;

ciprofloxacino, del 99°4% al 83’4%). Fosfomicina se mantuvo
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practicamente en el mismo nivel de efectividad (del 96’9% al 95’°6%). Con
respecto a P. aeruginosa, hay evidentemente trabajos que estudian su
sensibilidad a diferentes antibacterianos233.234, habiéndose comprobado su
elevado y creciente nivel de resistencias (29% para betalactimicos y 21%
para aminoglucosidos), pero habitualmente no se estudia fosfomicina, lo
cual es logico pues, como ya se ha comentado, este antibitico no es
considerado un antipseudomoénico. Sin embargo, en algtin trabajo en el que
si se ha estudiado, se ha comprobado una aceptable actividad frente a este
microorganismo, habiendo aumentado el nivel de resistencia tan solo desde
un 29% hasta un 31% en un estudio que abarcé 12 afios de intervalo!88,
Otra cuestion importante es la del desarrollo de resistencias
durante el tratamiento. Ciertamente, ésto se ha descrito con casi todos los
antimicrobianos y con muchos, por no decir todos, los microrganismos235;
pero también es verdad que P. aeruginosa las desarrolla en un porcentaje
mds elevado que otras bacterias!*3.14.235 y que con fosfomicina es
frecuente su aparicion, sobre todo si se emplea en monoterapial’l. En
nuestro modelo sin embargo, la CMI de fosfomicina frente a la cepa
ensayada no varié significativamente con el tratamiento. Pero lo cierto es
que son abundantes las descripciones de deteccion de resistencia o
sobreinfeccion por Pseudomonas resistentes durante el tratamiento de
osteomielitis!248.97 y de otros procesos!2.143.144.236  con diferentes
antimicrobianos. Este fendmeno también se ha estudiado “in vitro™237,
[gualmente se ha descrito en tratamientos con fosfomicina de osteomielitis

en clinica humana25202 y en algin modelo experimental?>.
En relacién con el problema de las resistencias, surge otra

pregunta importante:;monoterapia o tratamiento combinado? En algunos

trabajos se ha encontrado una menor incidencia de resistencias durante ei
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tratamiento combinado al compararlo con la monoterapia235, pero otros
autores consideran que ésto no es la norma22, Por otra parte, la bisqueda de
un efecto postantibidtico por parte de los antimicrobianos estaria a favor de
la asociacién, dado que parece que las combinaciones de éstos potencian el
EPA de cada uno de ellos por separado?2, aunque en algunos estudios
donde se ha comparado el EPA de ciertos antibacterianos aisladamente o en
combinacién, se ha encontrado indiferencia (ciprofloxacino-fosfomicina) o
incluso antagonismo (ciprofloxacino-vancomicina)Z8. El que la infeccién
sea mono o polimicrobiana, no parece tener importancia con respecto al
EPA de los antimicrobianos232.240,

En general, los modelos experimentales han demostrado un
efecto beneficioso de los tratamientos combinados comparados con los que
utilizan un solo agente antibacteriano, tanto con P. aeruginosal25.166 como
con . aureus?686.106.151.164_ Sin embargo, especialmente en los iltimos
afos, algunos modelos han demostrado la eficacia y seguridad de los
tratamientos con monoterapia80-87.88.157,159,160.230. Nosotros, en el trabajo
que aqui se presenta, hemos conseguido la esterilizacion del 75% de los
animales, dato que consideramos claramente positivo. Ademas, intentando
disminuir los efectos toxicos de los antibiéticos, la monoterapia se ha
utilizado en clinica humana con buenos resultados$:48.70-75,79,92,103,

Por otra parte, el tratamiento combinado permite la accién
sinérgica de los antibidticos, habiéndose demostrado ésta entre fosfomicina
y numerosos antimicrobianos, incluidos betalactdmicos y quinolonas
fluoradas, frente a Pseudomonas aeruginosa y frente a otros
microorganismos189:191,193,194,196,198,199,

A la vista de todo lo expuesto, nosotros creemos que la
fosfomicina puede ser una alternativa valida a considerar para el

tratamiento empirico o etioldgico, si se comprueba la existencia de una
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cepa sensible, de la osteomielitis por P. aeruginosa, si bien nos parece mas
prudente su uso en asociacion que en régimen de monoterapia, a pesar del

buen resultado obtenido en nuestro modelo experimental.

Asi pues, disponemos de una comprobacion experimental del
beneficioso efecto que tiene o puede tener la fosfomicina para el
tratamiento de osteomielitis por Pseudomonas aeruginosa, pero jhay algin
estudio clinico que apoye esta idea? En las osteomielitis tratadas con
fosfomicina, son escasos los aislamientos de Gram negativos en general y
de P. aeruginosa en particular. Asi, en la serie de Fernandez-Valencia y
cols.202, de 51 aislamientos s6lo 5 corresponden a este microorganismo.
Guggenbichler y cols.2%, no encuentran ninguna en sus 30 enfermos. Roth
y cols.208 sélo aislan 20 sobre un total de 130 bacterias. Marget y Lohse241
tratan 8 osteomielitis, pero no especifican los agentes causales en el trabajo
publicado. Potel y Baron2® obtienen dos Pseudomonas de un total de 26
microorganismos aislados. Guerrero?> encuentra una entre 51 bacterias.
Finalmente, MeiBiner y cols.219 aislan 81 cepas, correspondiendo 10 a P.
aeruginosa. En muchos de estos casos, €l Gram negativo se encontrd
formando parte de una infeccidn polimicrobiana. y no se especifica el grado
de eficacia del tratamiento en los enfermos en los que se aislo, amén de que
en algunas de estas series el tratamiento fue combinado en parte o en todos
los pacientes.

Por otra parte, en procesos diferentes de osteomielitis,
fosfomicina se ha utilizado muy poco frente a P. aeruginosa. Podemos
destacar el estudio de Meyer!78, que la utiliza sola o en combinacién en 86
pacientes con fibrosis quistica, en los que se aislaron diferentes
microorganismos, incluida P. aeruginosa. Curiosamente, el grado de

resistencia “in vitro” de las cepas que obtuvo de este bacilo fue elevado, y



sin embargo la respuesta clinica fue favorable, tanto en monoterapia como
en tratamiento combinado, en un 79°8% de los casos. Una de las posibles
explicaciones que plantea es que podian estar presentes, aunque no se
detectaran, otras bacterias diferentes de P. aeruginosa sensibles a la accién
de la fosfomicina.

En otras enfermedades graves, tales como endocarditis, sepsis,
meningitis o neumonfa, también ha sido utilizada, sola 0 en asociacién que
ha sido o mas habitual, pero generalmente frente a estafilococos u otros
microorganismos diferentes de P. aeruginosal94197.201.241-247  aunque en
algunos de estos estudios se detectaron cepas de esta bacteria pero en
escaso niimero243.244.247,

Por lo tanto, es evidente, desde nuestro punto de vista, que la
fosfomicina puede ser de utilidad frente a P. aeruginosa, pero
consideramos necesario corroborar los buenos resultados experimentales

con trabajos clinicos adecuados, dado su poco empleo hasta la actualidad.

Fosfomicina trometamol, recientemente comercializada en
Espafia, ha sido promocionado como un antimicrobiano cuyas
caracteristicas farmacocinéticas lo hacen especialmente indicado para el
tratamiento a dosis iinica por via oral de las infecciones no complicadas de
las vias urinarias, pues consigue una elevada y prolongada concentracién en
la orina (picos de 2000-3000 mcg./ml.) tras la administracion oral de 2-3 g.
de fosfomicina basel73. Su circulacién enterohepatica explica esta elevada
concentracion uriparia, mantenida hasta 48 horas después de la toma de una
dosis, asi como la existencia de “picos” séricos secundarios tras la
concentracién maxima alcanzada 2-3 horas tras su administracién2¥8.249, Sy

biodisponibilidad y niveles séricos, duplican al menos los alcanzados por la
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sal cdlcica de fosfomicina??, llegando a triplicarlos o cuadruplicarlos en

algunos estudios?48,

Al no disponer de ninguna referencia acerca del uso de
fosfomicina trometamol a largo plazo, incluso tras una bisqueda
bibliogréfica (base de datos MEDLINE), contactamos con los laboratorios
fabricantes solicitando tales estudios si existian. La respuesta que
obtuvimos fue que el tratamiento a largo plazo con este producto ni siquiera
se habia planteado, por el riesgo de efectos secundarios, especialmente
gastrointestinales. Ciertamente se ha comprobado que dosis de 5 gramos
presentan una disminucion de la excrecion urinaria respecto a dosis
menores, por lo que se ha postulado que la causa sea una disminucién de la
absorcion por el tracto digestivo, que “se satura” cuando la dosis oral
supera los 3 gramos?!.250, Pero, dado que la concentracién maxima se
alcanza en 2-3 horas, la absorcién es relativamente rapida, por lo que la
administracién cada 6 a 8 horas no tendria porqué provocar esta saturacion.
Si con 2 gramos cada 12 horas se logra un nivel mantenido de 24
mcg./ml.24, tal vez con 2 gramos cada 6-8 horas se lograra un buen nivel
constante, del orden del 50% del que se obtiene via im, al igual que una
sola dosis oral logra una concentracién maxima del 50% de la imZ21.
Ademas, en el propio “dossier” del producto23l, facilitado por uno de los
laboratorios fabricantes, se informa, sin cita bibliografica, de estudios a
largo plazo realizados en animales con resultados satisfactorios. En un
grupo de ratas a las que se administraron dosis de 250, 1000 y 4000
mg./kg./dia, durante 12 semanas, s6lo observaron una ligera reduccion del
consumo de comida durante la primera semana y la aparicién de heces
diarreicas con la dosis mas elevada; estos efectos desaparecieron en las

siguientes semanas. En perros, administraron el farmaco durante 26
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semanas, a dosis de 100, 300 y 1000 mg./kg./dia, sin que se observaran
fenémenos téxicos, salvo algian episodio aislado de diarrea, principalmente
en la primera semana de tratamiento.

También se nos informé que se consideraba que podia ser
peligrosa su administracidon continuada por la trometamina presente en la
molécula, dado que ésta es un tampén sintético indicado para uso a muy
corto plazol74. Sin embargo, existe un producto, ketorolaco trometamol,
comercializado en Espaiia a finales de 1991, que es un antiinflamatorio no
esteroideo con formulacion oral y parenteral, aprobado para el tratamiento
del dolor a corto-medio plazo. Con este farmaco se han descrito efectos
secundarios graves, como hemorragia digestiva, insuficiencia renal aguda y
shock anafilactico, pero atribuidos al ketorolaco y superponibles a los de

los demds antiinflamatorios252-256,

Consideramos que, efectivamente, fosfomicina trometamol estd
especialmente indicada en infecciones del tracto urinario, por las elevadas y
persistentes concentraciones que alcanza en dicha zona. Sin embargo,
creemos que, a la vista de los niveles séricos que se obtienen, a caballo
entre la sal célcica oral y la sal sédica intramuscular, podria ser iitil realizar
estudios encaminados a su utilizacion durante tiempos mas prolongados y
para otras infecciones diferentes de las urinarias. Ferndndez-Valencia y
cols.202 utilizaron la sal célcica de fosfomicina en monoterapia para
algunos casos de osteomielitis por S. awreus, y obtuvieron buenos
resultados. Hernandez2Y7 demostré su eficacia profilactica en fracturas y
cirugia ésea, utilizando la via parenteral y oral combinadas. A pesar de
ésto, estamos de acuerdo con los autores que consideran la fosfomicina
cdlcica inadecuada para el tratamiento de la osteomielitis, dados los bajos

niveles séricos que se alcanzan?!.2Z17L179  Precisamente por ello, nos
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parece que podria ser interesante estudiar esta sal de trometamina para su
uso a corto-medio plazo, pues podria abrir la puerta al uso de fosfomicina
en terapia secuencial, parenteral-oral, para infecciones Gseas y de otros

territorios.
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5.3.- NIVELES OSEOS Y SERICOS DE FOSFOMICINA

En el caso de los antibidticos, a diferencia de algunos otros
farmacos, la farmacocinética tiene indudable utilidad, dado que la actividad
de un antimicrobiano sdlo se consigue cuando se alcanza en la propia
bacteria una concentracién superior a la precisa para inhibir su
crecimiento?57. Dicho de otra manera, no basta que el antibidtico sea activo
“in vitro”, sino que ademas ha de serlo “in vivo”. La farmacocinética
también orienta, a través del conocimiento de la vida media de eliminacion
(hemivida), con respecto al intervalo de administracion, teniendo en cuenta
la retacion entre la concentracion plasmatica y la CMI del microorganismo
a tratar?57. En general, se considera que lo mds razonable es intentar
mantener el nivel del agente terapéutico por encima de la CMI durante todo
el intervalo entre dosis258, Sin embargo, los cada vez mds extendidos
estudios sobre el efecto postantibidtico, abren la posibilidad de un mayor
espaciamiento entre las dosis, aunque entre cada administracién del
antimicrobiano el nivel sérico caiga por debajo de la CMI259.

Por otro lado, se admite en la actualidad la relevancia de los
estudios farmacocinéticos en animales, de tal manera que un andlisis
correcto de los datos obtenidos proporciona estimadas razonables de los
parametros cinéticos del antibidtico en el ser humano. siendo esta

extrapolacién mds vdlida cuando la eliminacién sigue una cinética lineal2%0,

El tratamiento antimicrobiano de la osteomielitis se debe
fundamentar por tanto enr datos microbioldgicos y farmacolégicos: especie
bacteriana y su sensibilidad a los antibacterianos, y concentraciones

alcanzadas por éstos en el tugar de la infeccién, o mejor dicho, capacidad
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de actuacidn en el lugar de la infeccién. Asi pues, para intentar predecir el
€xito del tratamiento en la infeccién Gsea, habrd que utilizar los niveles
séricos y 6seos del antimicrobiano en cuestion2.10,
En la concentracion del antibiético o quimioterdpico en el hueso,
influyen una serie de variables muy diversas!0:
1.- Factores del hueso:
- Vascularizacién.
- Histologia dsea y patologia que la altere.
- Tipo de hueso.
- Enfermedades concomitantes.
2.- Factores del antimicrobiano:
- Farmacocinética.
- Histoespecificidad.
- Via de administracioén y dosificacion.
3.- Técnica de estudio utilizada:
- Tipo de muestra y momento de la obtencion.
- Preparacion de la muestra.
- Contaminacién hematica.
- Técnica de determinacién de niveles.
- Estudio de la fraccién unida al hueso.
Nosotros podemos manipular sélo algunos de estos factores.
Asi, los que dependen del hueso no son modificables en principio, pero si
los otros dos, al menos parcialmente. Respecto a los factores del
antimicrobiano, su farmacocinética e histoespecificidad, es decir su
afinidad por un tejido determinado, son constantes, pero con un estudio
adecuado de las mismas podremos utilizar la dosificacién y via de

administracion mas adecuadas.
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Para la determinacién de niveles, de los que obtenemos los datos
farmacocinéticos y de histoespecificidad, los métodos mas utilizados son
los microbiolégicos por difusion y los de cromatografia liquida de alta
presion. El primero tiene varias limitaciones, como es que el sobrenadante
resultante de la homogeneizacion del triturado 6seo sea mas viscoso que el
suero diluido, con lo que no difunden igual en el agar, siendo los resultados
obtenidos no comparables, ni siquiera para concentraciones similares;
ademds, si los niveles séricos € histicos son muy diferentes, no se puede
utilizar la misma cepa bacteriana para su determinacion, sino dos con
distinta sensibilidad, introduciendo un factor diferencial en los resultados.
El método de cromatografia suele ser mas sensible y reproductible, pero
tiene un coste superior; por otro lado, determina concentraciones del
antimicrobiano y sus metabolitos por separado, sin tener en cuenta la
actividad antibacteriana de los mismos, cosa que si ocurre con el método
microbiolégicol?. Por ello, no es extrafio que en algiin trabajo donde se han

empleado ambos métodos simultdneamente, los resultados sean dispares®°.

Casi todos los autores que han publicado trabajos sobre
concentraciones Oseas de antimicrobianos, han utilizado el método
microbioldgico de difusion en agar, al menos en los estudios
experimentales26.85-88,106,125,151,162-164,166.215226229  Sin embargo, se
admite que la técnica es problematica.

En estudios en clinica humana, se han utilizado ambos métodos,
el microbiologico89-202.210.261-265 y e| de cromatografia liquida de alta
presién82.266.267,

Oftros autores han empleado métodos isotdpicos268.
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En nuestro trabajo, llevamos a cabo la medicién de los niveles
de fosfomicina alcanzados en hueso sano e infectado de ratas “Wistar”, tras
administrar 200 mg. subcutaneos cada 12 horas durante 7 dias, asi como las
concentraciones séricas tras una sola dosis igualmente subcutinea.
Empleamos el método microbiologico por razones de economia vy
disponibilidad técnica fundamentalmente; ademds, nos interesaba conocer
la concentracion efectiva, con actividad antimicrobiana, de fosfomicina en
el foco Gseo.

A partir de la curva de concentracidn sérica obtuvimos una serie
de parametros farmacocinéticos del antibiotico (concentracién maxima,
tiempo maximo, hemivida, area bajo la curva y constante de eliminacion).

En el suero el “pico” se obtuvo a fos 30 minutos de la inyeccién,
con un valor medio de 700 mcg./ml., con un tiempo maximo de 30 minutos
y una constante de eliminacion de 0°58 h-1. La hemivida calculada fue de
1’19 horas. El 4rea bajo la curva desde O a 10 horas fue de 1384’64
(mcg./ml.)h., y desde 0 a infinito de 1390’16 (mcg./ml.)h.

Los valores obtenidos experimentalmente presentaron un buen
ajuste con la recta de regresion semilogaritmica, indicativo de una cinética
lineal adecuada, extremo éste ya comprobado en otros trabajos
experimentales en conejos269-270. Como ya se ha comentado, este tipo de
cinética de eliminacién es mas extrapolable al ser humano260.

Las concentraciones 6seas maximas obtenidas fueron de 112°4
mcg./g. de hueso sano, y 185’8 mcg./g. de hueso enfermo. En el “valle”, las
concentraciones fueron de 9’435 mcg/g. y 14480 mcglg.,
respectivamente.

Estos resultados son similares a los descritos por otros

autores26.215,262
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En nuestro andlisis de los resultados, no hemos comparado las
concentraciones séricas con las determinadas en hueso, porque éstas se
obtuvieron tras 7 dias de tratamiento, y aquéllas tras la administracién de
una dosis tnica, por lo que dudamos de la validez de esta comparacién. Sin
embargo, Norden®® en 1985 estudié estas concentraciones en animales
tratados durante 3 dias y en otros a los que se administré una sola dosis de
antimicrobiano (ciprofloxacino y tobramicina), obteniendo resultados muy
similares y comparables entre ambos.

En cualquier caso, los valores obtenidos por nosotros se
correlacionan bien con la eficacia de la fosfomicina demostrada en nuestro
modelo, pues la concentracién del antibiético en el hueso se mantuvo
siempre por encima de la CMI de la cepa ensayada. En algunos trabajos,
esta correlacion de la concentraciéon d6sea de un antimicrobiano con su

eficacia real no se ha observado271,

Por otro lado, las diferencias obtenidas entre hueso sano y
enfermo presentaron significacién estadistica. Esto es un dato cuando
menos curioso, descrito ya en los primeros modelos de osteomielitis.
Efectivamente, en los primeros estudios de niveles de antimicrobianos en
hueso sano e infectado!62, ya se comprobé una mayor concentracion de
cefalotina y lincomicina en hueso enfermo. Los autores, Norden y
Kennedy, plantearon que podia deberse a restos hematicos. Pero, tras
calcular la cantidad de sangre presente en el hueso sano y con osteomielitis,
éste presenté mayor cantidad, mas en una cuantia despreciable como factor
influyente, en funcion del nivel sérico de los antibidticos. Ademas,
cefalotina tuvo niveles séricos mucho mdés altos que lincomicina, y sin
embargo su concentracién Osea en relacion a la sérica fue 10 veces menor

que la de lincomicina.
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En otros trabajos posteriores, se repitid esta diferencia,
observandose con cefaloridinal®3, rifampicinal%, gentamicinal%,
sisomicinal06.125_ carbenicilina!25, cefalotina!%0.229 y cefamandol 229,

Mader y Wilson22% en 1983, plantearon la misma cuestién que
habian planteado en 1971 Norden y Kennedy, pero en esta ocasidn,
realizando estudios de perfusion en ambos huesos, obtuvieron menor flujo
en el hueso enfermo que en el sano.

Como nota discrepante, podemos citar los trabajos de Henry y
cols.8¢ en 1985, que encontraron mayores concentraciones de
ciprofloxacino y especialmente de vancomicina en el hueso sano
comparado con el enfermo; para rifampicina, las concentraciones fueron
similares en ambos huesos.

Asi pues, ésta es una de las cuestiones, relacionadas con los
estudios farmacocinéticos en modelos experimentales de osteomielitis, que

quedan pendientes de resolucion.

Oftro trabajo realizado para estudiar la farmacocinética de la
fosfomicina en el animal de experimentacién, es el de Olay y cols.2® en
1983. Estos autores hallaron las concentraciones del farmaco en suero y
hueso infectado por S. aureus en conejos blancos “Nueva Zelanda”, tras
administrar 50 mg./kg. subcutdneos durante 3 dias. Utilizaron el método
microbiolégico. Obtuvieron el “pico” sérico a los 30 minutos, y en hueso al
cabo de una hora de su administracion. La difusion de la fosfomicina,
respecto al pico sérico, a médula, esponjosa y cortical, fue del 31%, 28% y
10%, respectivamente. Los niveles éseos alcanzados fueron también
superiores a la CMI respecto al microorganismo infectante.

Wittmann?62 midi6 en el hombre la concentracién de diferentes

antimicrobianos en hueso, entre ellos la fosfomicina. Observé que ésta
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alcanzaba elevadas concentraciones 6seas comparandola con el resto de los
farmacos estudiados (cefuroxima, cefoxitina, cefalexina, cefotaxima,
oxacilina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina), lo que atribuy6 a la
similar estructura quimica que existe entre este antibidtico y la
hidroxiapatita, lo cual facilitaria la difusion a la porcidn inorgénica del
hueso.

Vicente y cols.272 estudiaron la difusién de fosfomicina a fluidos
intersticiales en perros, comparandola con la de cloxacilina, ampicilina y
carbenicilina. Obtuvieron mejores resultados con fosfomicina, lo que
relacionaron con su escasa, casi nula, union a proteinas, asi como con su
bajo peso molecular. Posteriormente repitieron el estudio en conejos??3,
comparando en esta ocasion fosfomicina, ampicilina, cloxacilina,
carbenicilina, cefalotina, cefaloridina y cefoxitina. Observaron una relacion
inversa entre difusién a fluidos intersticiales y peso molecular asi como
unién a proteinas, logrando los mejores resultados con fosfomicina,
comparando con los otros antimicrobianos.

En el hombre, Sirot y cols274 estudiaron la concentracién de
fosfomicina en suero, hueso esponjoso y cortical dsea, comprobando una
buena difusion al hueso, decreciendo las concentraciones tisulares
paralelamente a las séricas, aunque los niveles obtenidos en la cortical
disminuyeron mas lentamente que en el hueso esponjoso y en el suero,

sugiriendo un cierto grado de fijacion en ese territorio.

En resumen, podemos afirmar que en nuestro rabajo se ha
comprobado una adecuada cinética sérica y Osea de fosfomicina, acorde
con los resultados obtenidos en el modelo experimental tratado con este

antimicrobiano, y con los estudios realizados por otros autores.
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6.- CONCLUSIONES
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1.- El modelo desarrollado muestra la implicacion real y el poder

patogeno de Pseudomonas aeruginosa en la infeccion 6sea.

2.- El modelo desarrollado es valido para realizar ensayos

terapéuticos con antimicrobianos en la osteomielitis cronica.

3.- Fosfomicina aicanza concentraciones oseas adecuadas, mds

elevadas en hueso enfermo, en la rata con osteomielitis crénica.

4.- Fosfomicina presenta una farmacocinética experimental
sérica y Osea que permite plantear su utilizacién para el tratamiento de

osteomielitis.

5.- Hemos comprobado la eficacia de fosfomicina en el
tratamiento de la osteomielitis cronica por Pseudomonas aeruginosa en la

rata.

6.- Consideramos que fosfomicina es una alternativa terapéutica
util para el tratamiento de ia osteomielitis por Pseudomonas aeruginosa, si
bien se requieren ensayos clinicos que confirmen los resultados

experimentales.

7.- No se han encontrado diferencias significativas entre las
pautas de 14 y 28 dias de duracién del tratamiento. Se requieren mads
estudios para confirmar la eficacia de pautas cortas en el tratamiento de

osteomielitis.
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